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Die Effektivität der Züchtung von Apfel (Malus ×domestica BORKH.) sowie anderen 
mehrjährigen hölzernen Obstkulturen hängt stark von der langen juvenilen Phase der 
Sämlinge ab. Die juvenile Phase bei Apfelsämlingen dauert meist fünf bis zehn Jahre. 
Während dieser Phase sind die züchtungsrelevante Bildung von Blüten und Früchten 
und die Selektion von Nachkommen anhand adulter Merkmale ausgeschlossen. Die 
Juvenilität verlängert somit einzelne Kreuzungszyklen drastisch, was einen hohen Zeit- 
und Kostenaufwand für die Züchter bedeutet. Das Rapid Cycle Breeding System von 
Apfel ist eine neue Züchtungstechnik, die eine beschleunigte Introgression von 
Zielgenen, vor allem Resistenzgenen aus Wildarten, in etablierte Sorten ermöglicht. Im 
Gegensatz zu agrotechnischen Methoden, verkürzt diese Technik die juvenile Phase der 
Apfelsämlinge auf wenige Wochen. Der Einsatz frühblühender transgener Linien, welche 
das FRUITFULL-Homolog BpMADS4 der europäischen Silberbirke (Betula pendula 
Roth.) überexprimierten, ermöglichte die Realisierung einer Kreuzungsgeneration pro 
Jahr. Das derzeitige Rapid Cycle Breeding System stützt sich auf die 35S::BpMADS4-
Linie T1190 als Modellpflanze, deren T-DNA auf der Kopplungsgruppe 4 lokalisiert 
wurde. Für die Selektion von Null-Segreganten im finalen Schritt des 
Kreuzungsprogramms ist es entscheidend, dass blühinduzierendes Transgen und 
eingekreuzte Zielgene auf nicht-homologen Chromosomen lokalisiert sind. Zur 
Erhöhung der Flexibilität des derzeitigen Rapid Cycle Breeding Systems im Hinblick auf 
die Realisierung verschiedenster Züchtungsziele befasste sich die vorliegende Arbeit mit 
drei Themenschwerpunkten: 
(1) Erweiterung des Spektrums an frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien, welche sich in 
der Kopplungsgruppe der T-DNA-Insertion und Apfelsorte von T1190 unterscheiden. 
(2) Beurteilung der Eignung frühblühender 35S::BpMADS4-Linien für das Rapid Cycle 
Breeding im Rahmen eines Kreuzungsprogramms mit der Apfelschorf-resistenten Sorte 
'Regia' und der Feuerbrand-resistenten Wildart-Akzession MAL0045 von Malus fusca 
(Raf.) Schneid. 
(3) Vermeidung negativer Auswirkungen der konstitutiven Überexpression von 
BpMADS4 auf den Habitus und die Blütenmorphologie durch Verwendung eines 
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induzierbaren Promotors. Mit Hilfe des hitzeinduzierbaren Gmhsp17.5-E-Promotors aus 
Soja (Glycine max) sollte ein temporäres RNAi-Silencing des apfeleigenen Blüh-
repressors MdTFL1 und damit gezielt eine frühe Blüte induziert werden. 
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass: 
(1) BpMADS4 erfolgreich in den Apfelsorten 'Gala Mitchgla' und 'Santana' überexprimiert 
werden konnte. Mit Hilfe eines Genome Walking-Verfahrens wurden T-DNA-Insertionen 
in neun der elf untersuchten 35S::BpMADS4-Linien der Apfelsorten 'Pinova', 'Gala', 
'Gala Mitchgla', 'Santana' und 'PNS', einem Sämling von 'Pinova', identifiziert. Als 
Ergänzung zu T1190 sind frühblühende Linien mit BpMADS4 auf Kopplungsgruppe 2, 5, 
7, 8, 9, 10, 14, 15 und 16 verfügbar. Sequenzanalysen zeigten analog zu Ergebnissen 
von T1190, dass die Agrobacterium-vermittelte Transformation zu Deletionen der T-DNA 
(bis zu 245 bp) und im Genom (bis zu 361 bp) führte. Im Gegensatz zu T1190 wurden 
bei den drei transgenen Linien von 'PNS' T1189, T1236 und T1240 Vektorbackbone-
Insertionen im Genom identifiziert. Entsprechende Analysen der anderen Linien sind 
noch ausstehend. 
Die konstitutive Überexpression von BpMADS4 induzierte analog zu T1190 eine 
Verkürzung der juvenilen Phase auf nur wenige Wochen in allen elf 35S::BpMADS4-
Linien. Dabei bewirkte die permanente Blütenbildung eine drastische Stauchung des 
vegetativen Sprosswachstums und gehäuftes Auftreten von Blütenanomalien. 
(2) Trotz signifikanter Unterschiede in Blütenmorphologie und Pollenfunktionalität der 
35S::BpMADS4-Linien zu T1190 bzw. ihren nicht-transgenen Kontrollen war deren 
Blütenfertilität nicht eingeschränkt. In einem Kreuzungsprogramm mit M. fusca und 
'Regia' konnte gezeigt werden, dass die Linien mit T1190 vergleichbare Frucht-
ansatzraten hatten. Das Programm zielte auf die Introgression der Resistenzgene 
gegenüber Apfelschorf (Rvi2, Rvi4) und der rosigen Apfelfaltenlaus (Sd1) aus 'Regia' 
und des Feuerbrand-QTLs von M. fusca oder 'Regia' (FB-F7, FB-Mfu) ab. Aus 149 F1-
Sämlingen wurden mittels Marker-gestützter Selektion 37 Sämlinge identifiziert, die 
BpMADS4 in Kombination mit mindestens einem Resistenzmarker aufwiesen. 
Acht frühblühende transgene F1-Sämlinge mit interessanter Kombination eingekreuzter 
Resistenzen wurden für Kreuzungen mit 'Golden Delicious' ausgewählt. Die F1-Sämlinge 
zeigten vergleichbare Fruchtansätze zu den entsprechenden frühblühenden 
35S::BpMADS4-Linien. Mittels Marker-gestützter Selektion konnten aus 17 BC1-
Sämlingen sechs BpMADS4-überexprimierende Sämlinge selektiert werden, die jedoch 
nur einen Teil der eingekreuzten Resistenzen vorwiesen. Letztlich ermöglichte die 
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Kombination aus frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien und Marker-gestützter Selektion 
der Nachkommen die Realisierung einer Kreuzungsgeneration pro Jahr. 
(3) Für ein temporäres Silencing der MdTFL1-Gene MdTFL1-1 und MdTFL1-2 in Apfel 
das duale Promotorkonstrukt 619pD1-HSP::MdTFL1-1-HSP generiert wurde, bei dem 
zwei Gmhsp17.5-E-Sequenzen ein 323 bp CDS-Fragment von MdTFL1-1 flankierten. 
Es wurden fünf transgene Linien der Apfelsorten 'Pinova' und 'Gala' erzeugt. Gen-
expressionsstudien bestätigten, dass ein einmaliger Hitzeschock bei 42°C für 1 h bis 2 h 
den Gmhsp17.5-E-Promotor erfolgreiche aktivierte. Diese Aktivierung induzierte nur ein 
kurzzeitiges Silencing beider MdTFL1-Gene in den transgenen Linien, welches keinen 
Effekt auf die Transkription von MdFT1, dem Antagonisten von MdTFL1 hatte. Multiple 
Hitzeschockbehandlungen über einen Zeitraum von 28 d waren weder ausreichend, ein 
langfristiges Silencing von MdTFL1 noch eine frühe Blüte in den transgenen Linien zu 
induzieren. Negative Auswirkungen des MdTFL1-Silencing auf den Habitus konnten 
nicht bestätig werden. Mögliche Faktoren des Ausbleibens einer frühen Blüte wurden 
diskutiert. 
Interessanterweise zeigten Genexpressionsstudien, dass die Hitzeschock-Behand-
lungen die Transkription von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 gleichermaßen in transgenen 
und nicht-transgenen Pflanzen unterdrückten. In silico-Analysen identifizierten cis-
regulatorische Hitzeschock-Elemente sowie flankierende TATA- und CCAAT-Box-
Motive in den Promotorsequenzen beider Gene, welche bei der Reaktion pflanzlicher 
Gene auf Hitzestress eine Rolle spielen. 
Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen dieser Arbeit, dass aus phänotypischer 
Sicht alle charakterisierten elf 35S::BpMADS4-Linien sich für das Rapid Cycle Breeding 
eignen. Vom molekulargenetischen Standpunkt aus können die transgenen Linien erst 
nach Untersuchung auf Vektorbackbone-Insertionen bzw. nach deren Mapping im 
Genom für das System verwendet werden. Die Eignung der acht frühblühenden F1-
Sämlinge als Vorzuchtmaterial kann erst nach Durchführung entsprechender 
Resistenzstudien beurteilt werden. 
Im Gegensatz zu den frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien hatten die HSP::MdTFL1-
1-Linien keinen Nutzen für das Rapid Cycle Breeding. Dennoch belegten die Ergebnisse 






The effectiveness of breeding apple (Malus ×domestica BORKH.) and other perennial 
wooden fruit crops strongly depends on the seedling’s long-lasting juvenile stage. For 
apple the juvenile phase lasts between five and ten years. During this stage the crucial 
flower and fruit production for breeding as well as the selection of seedlings for adult 
traits are excluded. Thus, juvenility drastically prolongs single breeding cycles, which 
leads to high time and cost efforts for breeders. The rapid cycle breeding system of apple 
represents a new breeding technique, which enables the fast introgression of target 
genes, especially resistance genes from wild apple species, into domestic cultivars. In 
contrast to agrotechnical methods, this technique shortens the juvenile phase of apple 
seedlings to a few weeks. The use of early flowering lines, which constitutively over-
express BpMADS4, a FRUITFULL homolog of the European silver birch (Betula pendula 
Roth.), leads to the realization of one cross-breeding generation per year. The current 
rapid cycle breeding system is based on the 35S::BpMADS4-line T1190 as a model 
plant, which T-DNA was located on the linkage group 4. For the selection of non-
transgenic null segregants in the final step of the breeding program, it is crucial that 
flower-inducing transgene and crossed target genes are located on non-homologous 
chromosomes. In order to increase the flexibility of the rapid cycle breeding system with 
regard to the realization of various breeding objectives, the present study focused on 
three topics: 
(1) Extension of the spectrum of early-flowering 35S::BpMADS4 lines, which differs in 
the linkage group of the T-DNA insertion and the apple cultivar to T1190. 
(2) Assessment of the suitability of early-flowering 35S::BpMADS4 lines for rapid cycle 
breeding within the framework of a cross-breeding program with the apple scab resistant 
variety 'Regia' and the fire-resistant wild-type accession MAL0045 of Malus fusca (Raf.) 
Schneid. 
(3) Prevention of detrimental effects of the constitutive overexpressing BpMADS4 on tree 
habit and flower morphology by using an inducible promoter. Using the heat-inducible 
Gmhsp17.5-E promoter from soy bean (Glycine max), a temporary RNAi silencing of the 
apple-own flowering repressor MdTFL1 and thus an early flowering should be induced. 
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In summary, the results of the present work showed that: 
(1) BpMADS4 was successfully overexpressed in the apple varieties 'Gala Mitchgla' and 
'Santana'. Using a genome walking approach, the T-DNA insertion was identified in nine 
of eleven studied 35S::BpMADS4 lines of the apple cultivars 'Pinova', 'Gala', 'Gala 
Mitchgla', 'Santana' and 'PNS', a descendant of 'Pinova'. As a complement to T1190, 
early-flowering lines with BpMADS4 on linkage group 2, 5, 7, 8, 9, 10, 14, 15 and 16 are 
available. Sequence analyzes showed, analogously to the results of T1190, that 
Agrobacterium-mediated transformation led to deletions of the T-DNA (up to 245 bp) and 
of the plant genome (up to 361 bp). In contrast to T1190, vector backbone insertions 
were identified in the genome in the transgenic lines of 'PNS' T1189, T1236 and T1240. 
Corresponding analyzes of the other lines are still pending. 
The constitutive overexpression of BpMADS4 shortened analogous to T1190 the juvenile 
phase to only a few weeks in all eleven 35S::BpMADS4 lines. The permanent flower 
production caused a drastic compression of the vegetative shoot growth and frequent 
occurrence of flower anomalies. 
(2) Despite the significant differences of the 35S::BpMADS4 lines in flower morphology 
and pollen functionality to T1190 and their non-transgenic controls, flower fertility was 
not reduced. In a cross-breeding program with M. fusca and 'Regia', it was shown that 
transgenic lines achieved comparable fertility rates with T1190. The program aimed at 
the introgression of resistance genes against apple scab (Rvi2, Rvi4) and rosy apple 
aphid (Sd1) from 'Regia' and the fire blight QTL from M. fusca or 'Regia' (FB-F7, FB-
Mfu). Crosses yielded 149 F1 seedlings. Using marker assisted selection 37 F1 seedlings 
combining BpMADS4 with at least one resistance marker were identified. 
Eight early-flowering transgenic F1 seedlings with interesting combinations of 
introgressed resistances were selected and backcrossed with 'Golden Delicious'. These 
F1 seedlings showed comparable fruit sets to the corresponding early-flowering 
35S::BpMADS4 lines. Using marker assisted selection, out of 17 BC1 seedlings six 
BpMADS4-overexpressing seedlings were selected, but these showed only a part of the 
introgressed resistances. Finally, the combination of early-flowering 35S::BpMADS4 
lines and marker assisted selection enabled the realization of one cross-breeding 
generation per year. 
(3) For a temporary silencing of MdTFL1 genes MdTFL1-1 and MdTFL1-2 in apple, the 
dual promoter construct 619pD1-HSP::MdTFL1-1-HSP was generated, in which two 
Gmhsp17.5-E sequences flanked a 323 bp cds fragment of MdTFL1-1. Five transgenic 
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lines of the apple cultivars 'Pinova' and 'Gala' were generated. Gene expression studies 
confirmed that a single heat shock at 42°C for 1 h to 2 h successfully activated the 
Gmhsp17.5-E promoter. This activation induced only a short-term silencing of both 
MdTFL1 genes in the transgenic lines, which had no effect on the transcription of MdFT1, 
the antagonist of MdTFL1. Multiple heat shock treatments over a period of 28 d were 
neither effective to induce a long-term silencing of MdTFL1 nor an early flowering 
phenotype in the transgenic lines. A detrimental effect of silencing MdTFL1 on the tree 
habit could not be confirmed. Possible factors causing the absence of an early flowering 
phenotype were discussed. 
However, gene expression studies showed that various heat shock treatments 
suppressed MdTFL1-1 and MdTFL1-2 transcription equally in transgenic and non-
transgenic plants. In silico analyzes identified cis-regulatory heat shock elements as well 
as flanking TATA and CCAAT box motifs in the promoter sequences of both genes, 
which play a role in the reaction of plant genes to heat stress. 
In summary, the results of this work showed from a phenotypic point of view, that all 
eleven 35S::BpMADS4 lines are suitable for rapid cycle breeding. From the molecular-
genetic point of view, the lines can finally be used after analyzes of vector backbone 
insertions and their mapping in the plant genome. The suitability of the eight early 
flowering F1 seedlings as pre-breeding material can only be assessed by performing 
corresponding resistance studies. 
In contrast to the early flowering 35S::BpMADS4 lines, the HSP::MdTFL1-1 lines have 
no benefit for the rapid cycle breeding. However, the results of this work demonstrated 
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1.1 Der Kulturapfel Malus ×domestica (BORKH.) 
Systematik und Herkunft 
Der Apfel (Malus spp.) gehört wie zahlreiche ökonomisch bedeutende Kulturpflanzen, 
wie Kirsche, Himbeere, Erdbeere, Mandel sowie Rose, zur Familie der Rosengewächse 
(Rosaceae) (Hummer und Janick, 2009). Potter et al. (2007) identifizierten mittels Multi-
Gen-Analysen drei Unterfamilien der Rosaceae: Dryadoideae, Rosoideae und 
Amygdaloideae. Neben weiteren Gattungen wie Pyrus, Sorbus oder Aronia wird Malus 
der Amygdaloideae-Unterfamilie (Tribus Maleae) zugeordnet. Die Gattung Malus 
umfasst laut Forsline et al. (2003) sechs Sektionen: Malus Langenf., Baccatus Jiang, 
Sorbomalus Zabel., Chloromeles (Decne. Rehd.), Docyniopsis Schneid. und Eriolobus 
(D. C. Schneid.). Bis heute sind mehr als 55 Spezies bekannt (Hanke und Flachowsky, 
2010). Forsline et al. (2003) identifizierten 27 Primärarten, fünf Sekundärarten und 11 
Hybriden. Dennoch ist die Zuordnung zu einzelnen Arten und Wildarten in einigen Fällen 
nicht eindeutig. Generell besitzen die meisten Apfelsorten einen diploiden 
Chromosomensatz (2n = 2x = 34), wobei es auch einige triploide Sorten (2n = 3x = 54), 
wie 'Boskoop' und 'Kaiser Wilhelm', sowie tetraploide Sorten gibt (Peil et al., 2011; 
Pereira-Lorenzo et al., 2009; Shulaev et al., 2008). 
Der Ursprung des Kulturapfels M. ×domestica (BORKH.) ist der Genpool der Wildart M. 
sieversii (Ledeb.) und liegt in Zentralasien (Velasco et al., 2010). Basierend auf der 
Genomsequenz der Apfelsorte 'Golden Delicious' zeigten Velasco et al. (2010), dass M. 
×domestica aus M. sieversii durch Hybridisierung mit den Arten M. orientalis Uglitzk. und 
M. asiatica (Kaukasus) hervorging. Weitere Arten, die zum genetischen Hintergrund des 
Kulturapfels beitrugen, sind: M. sylvestris (L.) Mill. (Europa), M. baccata (L.) BORKH. 
(Sibirien), M. mandshurica (Maxim.) Kom. (Mandschurei) und M. prunifolia (Willd.) 
BORKH. (China). Die Anzahl weltweit bekannter Sorten des M. ×domestica beträgt ca. 
20.000 (Ulrich et al., 2009). In Deutschland wurden im Jahr 2006 im Rahmen eines 
Erfassungsprojektes 2.397 Sorten erfasst (Flachowsky und Höfer, 2010). 
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Blütenentwicklung bei Apfel 
Die Blütenbildung bei Apfel M. ×domestica (BORKH.) ist durch einen Jahreszyklus 
gekennzeichnet. Apfelbäume blühen in einem einjährigen oder zweijährigen Rhythmus. 
Bei der reproduktiven Transition wandeln sich adult-vegetative Sprossmeristeme in 
Blütenmeristeme um. Die Blütenbildung von Apfel erfolgt dabei in vier Stadien: Blüh-
induktion, Blüteninitiation, Blütenorgandifferenzierung im laufenden Jahr und Anthese im 
darauffolgenden Jahr (Hanke et al., 2007). 
Wirtschaftliche und gesundheitliche Bedeutung 
Der Apfel M. ×domestica (BORKH.) gehört neben Citrus und Banane zu den 
bedeutendsten Obstarten weltweit. Er zählt als ökonomisch wichtigster Vertreter der 
Rosaceae (Hummer und Janick, 2009). Der Apfelanbau erstreckt sich über alle 
gemäßigten und subtropischen Länder der Welt. Im Jahr 2013 betrug die weltweite 
Produktionsmenge ca. 80 Mio. t auf einer Fläche von etwa 5 Mio. ha 
(http://faostat.fao.org). Die Anbaufläche in Deutschland umfasst derzeit 31.400 ha, 
wobei 2015 68% der Äpfel (659.000 t) in den Regionen Bodensee (Baden-
Württemberg), „Altes Land“ (Niedersachsen) sowie in Sachsen erwirtschaftet wurden. 
Dennoch sank 2015 in Deutschland die Produktionsmenge an Äpfeln um 13% auf 
973.000 t im Vergleich zu 2014 (Statistische Bundesamt, 2016). Die wirtschaftliche 
Verwendung von Äpfeln ist vielseitig. Entsprechend Geschmack und Textur werden sie 
als Tafeläpfel, zur Saftproduktion, in der verarbeitenden Industrie, aber auch in geringen 
Mengen zur Herstellung von Cider und Brandy verwendet (Hummer und Janick, 2009). 
Ein entscheidender wirtschaftlicher Faktor dabei ist die lange Lagerfähigkeit von Apfel 
und dessen Verfügbarkeit das ganze Jahr hindurch (Peil et al., 2011). 
Zur heutigen Lebensweise zählt besonders eine gesunde und abwechslungsreiche 
Ernährung. Äpfel stehen im Zusammenhang das Risiko für Krebs-, Herz- und 
Kreislauferkrankungen, Asthma und Diabetes Typ II zu vermindern (Kellerhals, 2009; 
Peil et al., 2011). Dies begründet sich hauptsächlich auf ihrem hohen Gehalt an 
Polyphenolen und Antioxidantien wie Vitamin C und seine Derivate, L-Cysteinen, 
Glutathionen und Anthocyanen (Fießinger und Höhne, 2013). Dennoch ist ihr Vitamin C-
Gehalt im Vergleich zu Orangen (30-50 mg) und Sanddorn (400-500 mg) mit 5-25 mg 
pro 100 g Frischmasse relativ gering (Fießinger und Höhne, 2012). Eine der 
vitaminreichsten Sorten ist 'Pilot' aus Dresden-Pillnitz mit einem Vitamin C-Gehalt von 
218 mg/l. Im Vergleich besitzen am Markt gängigere Sorten wie 'Golden Delicious' 
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lediglich nur 35,3 mg/l (Fießinger und Höhne, 2012). Weiterhin weisen rotschalige 
Sorten wie 'Red Delicious' und vor allem 'Red Prince' und 'Gloster' einen hohen Gehalt 
an Anthocyan auf, welche ein hohes antioxidatives Potential für den menschlichen 
Körper besitzen (Fießinger und Höhne, 2013). Deshalb zielen heutige 
Züchtungsprogramme wie beispielsweise in Neuseeland auf die Etablierung rot-
fleischiger Sorten ab (Peil et al., 2011). 
1.2 Genetische Regulation der Blütenbildung bei Arabidopsis thaliana 
Die genetische Regulation der Blütenbildung wurde intensiv an der einjährigen 
Modellpflanze Arabidopsis thaliana erforscht. Die Blütenbildung bei Arabidopsis wird im 
Wesentlichen durch vier Signalwege kontrolliert: Photoperiode, Vernalisation, 
autonomer und Gibberellinsäure-gesteuerter Signalweg (Simpson et al., 1999; Sgamma 
und Jackson, 2015; siehe Abbildung 1). Studien zeigten, dass diese Signalwege durch 
die Transkription der Integratoren CONSTANS (CO), APETALA1 (AP1), FLOWERING 
LOCUS T (FT), LEAFY (LFY) und SUPPRESSOR OF CONSTANS1 (SOC1) als 
Reaktion auf exogene und endogene Faktoren kontrolliert werden. Diese Integratoren 
vermitteln ein komplexes Netzwerk molekularer Interaktionen mit weiteren Blühgenen, 
wodurch die Transition von vegetativer zu reproduktiver Phase und somit die 
Blütenbildung in Arabidopsis initiiert wird (Sgamma und Jackson, 2015; Wellmer und 
Riechmann, 2010). 
Der Photoperiode-Signalweg wird durch CO vermittelt. In Arabidopsis beschleunigen 
Langtag-Bedingungen (16 h Tag / 8 h Nacht) die Blütenbildung. Änderungen der 
Photoperiode werden durch Photorezeptoren, sogenannte Phytochrome, vermittelt. 
Beispielsweise agieren PHYTOCHROM A (PHYA) und PHYB unter Langtag-
Bedingungen antagonistisch. Die Photorezeptoren synchronisieren die Pflanzen über 
die zirkadiane Uhr mit dem täglichen 24-Stunden-Rhythmus (Sgamma und Jackson, 
2015; Tremblay und Colasanti, 2006). Das Zusammenspiel aus Photorezeptoren und 
zirkadianen Genen bestimmt die Bildung von CO. CO aktiviert die Expression des 
Integrators FT (Kobayashi et al., 1999; An et al., 2004). Die Blütenbildung in Arabidopsis 
wird initiiert, wenn der FT/FD (FLOWERING LOCUS D)-Komplex Blütenmeristem-
Identitätsgene wie SOC1 und AP1 aktiviert, welche wiederum Blütenorgan-
Identitätsgene wie LFY und FRUITFULL (FUL) aktivieren (Wellmer und Riechmann, 
2010). AP1 induziert die Expression von LFY und vice versa. Außerdem unterdrückt AP1 





Abbildung 1 Netzwerk molekularer Interaktionen von Blühgenen zur Regulation der Blüte 
in Arabidopsis thaliana. Vereinfachtes Model der wichtigsten Blühsignalwege in Arabidopsis. 
Induktion der Blütenbildung einerseits durch Umwelteinflüsse (Lichtqualität, Photoperiode, 
Umgebungstemperatur und Vernalisation), andererseits durch endogene Signale (Autonom 
und Gibbereline). Aktivierung und Repression der Gentranskription sind durch Pfeile bzw. 
Balken dargestellt. Blau - Homologe Gene von FUL und TFL1 (BpMADS4 und MdTFL1) 
wurden in dieser Studie in Malus ×domestica BORKH. überexprimiert bzw. unterdrückt. CO - 
CONSTANS, FT - FLOWERING LOCUS T, FD - FLOWERING LOCUS D, FLC - 
FLOWERING LOCUS C, SOC1 - SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF 
CONSTANS1, PHYA - PHYTOCHROM A, PHYB - PHYTOCHROM B, AP1 - APETALA1, 
LFY - LEAFY, FUL - FRUITFUL, TFL1 - TERMINAL FLOWER 1. Schema basierend auf 
Kobayashi et al. (1999), Tremblay und Colasanti (2006) und Wellmer und Riechmann (2010). 
 
Hingegen wird die Expression von AP1 und LFY durch den Blührepressor TERMINAL 
FLOWER 1 (TFL1) verhindert und somit der Übergang zwischen vegetativer und 
reproduktiver Phase verlängert und die Blütenbildung verhindert (Hanzawa et al., 2005). 
Der Vernalisations-Stoffwechselweg fördert die Blütenbildung bei Arabidopsis als 
Reaktion auf niedrige Temperaturen (-1°C bis 10°C), welche über einen längeren 
Zeitraum anhalten. Niedrige Temperaturen aktivieren die Gene VERNALISATION 1 
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(VRN1), VRN2 und VRN3, welche die Expression des zentralen Blührespressors 
FLOWERING LOCUS C (FLC) unterdrücken (Michaels und Amasino, 2000; Sheldon et 
al., 2000). FLC unterdrückt FT im Blatt sowie FD und SOC1 im Apex (Sgamma und 
Jackson, 2015; Abbildung 1). Die Vernalisation aktiviert durch die Repression von FLC 
die FT-kontrollierte Transition von vegetativer zu reproduktiver Phase in Arabidopsis 
(Wellmer und Riechmann, 2010). 
Der Gibberellinsäure-gesteuerte Stoffwechselweg ist besonders bei Kurztag-
Bedingungen (8 h Tag / 16 h Nacht) wichtig. Er reguliert die Expression der 
Blütenmeristem-Identitätsgene LFY und SOC1 (Wellmer und Riechmann, 2010; 
Tremblay und Colasanti, 2006). 
Im Gegensatz zu den anderen drei genannten Blühsignalwegen kontrolliert der 
autonome die Transition von vegetativer zu reproduktiver Phase als Antwort auf 
endogene Signale (Wellmer und Riechmann, 2010). Er stellt die Bildung von Blüten auch 
beim Fehlen induktiver exogener Signale sicher (Sgamma und Jackson, 2015). Gene 
des autonomen Stoffwechselwegs unterdrücken die Expression von FLC (Wellmer und 
Riechmann, 2010). 
Basierend auf den Studien an Arabidopsis thaliana wurden in Malus zahlreiche 
homologe Gene mit entsprechender Funktion im Blühstoffwechsel identifiziert (z.B. 
Kotoda et al., 2000; Kotoda und Wada, 2005; Hättasch et al., 2008). 
1.3 Herausforderungen der konventionellen Apfelzüchtung 
Ziel der Pflanzenzüchtung ist eine stetige Entwicklung neuer kommerzieller Sorten, die 
den Ansprüchen der Industrie, Anbauer und Verbraucher entsprechen. Langfristig 
stehen dabei Qualität, Lagerfähigkeit, Ertrag aber auch Fruchtfarbe und -größe im 
Vordergrund (van Nocker und Gardiner, 2014). Die sich ändernden klimatischen 
Bedingungen rücken die Züchtung neuer, an die Umwelt angepasster Sorten immer 
mehr in den Vordergrund (Peil et al., 2011). 
1.3.1 Resistenzen 
Monogene (qualitative) und polygene (quantitative) Resistenz 
Krankheitsresistenzen in Pflanzen lassen sich epidemiologisch und phänotypisch in zwei 
Kategorien einordnen, welche nach van der Plank als horizontale und vertikale Resistenz 
bezeichnet werden (Schlösser, 1997). Die vertikale Resistenz, auch monogene oder 
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qualitative Resistenz genannt, ist eine rassenspezifische Resistenz. Sie wird mono- oder 
oligogen durch sogenannte „Majorgene“ vererbt und wirkt qualitativ in dem sie 
vollständigen Schutz verleiht. Ein Genotyp einer Wirtsart mit monogener Resistenz ist 
nur gegenüber bestimmten Pathotypen der Erregerart resistent, gegenüber anderen 
dagegen suszeptibel. Monogene Resistenzen mit qualitativer Wirkungsweise haben den 
Nachteil, dass sie durch eine Änderung des Rassenspektrums des Pathogens schnell 
zusammenbrechen können und demnach, epidemiologisch betrachtet, weniger 
dauerhaft sind (Schlösser, 1997). 
Die horizontale, rassenunspezifische Resistenz (quantitativ) dagegen wird meist polygen 
vererbt (Heitefuß, 1997). Eine quantitativ wirksame Resistenz entsteht durch 
Akkumulation mehrerer bis vieler Resistenzgene mit relativ kleinen Einzeleffekten. Diese 
werden auch als Quantitative Trait Loci (QTL) bezeichnet. Die polygene Resistenzform 
wird durch abiotische Faktoren und den jeweiligen genetischen Hintergrund des Wirts 
beeinflusst (Schlösser, 1997). 
Pyramidisierung 
Pyramidisierung bezeichnet die Kombination mehrere Resistenzgene in einer 
Sorte/Genotyp. Das Risiko für eine Anpassung des Pathotypen, beispielsweise durch 
Mutation, an mehrere Resistenzgene zum gleichen Zeitpunkt ist geringer als bei einem 
einzelnen Resistenzgen (monogene Resistenz). Eine dauerhafte und nachhaltige 
Resistenz kann nicht mit einem einzelnen Resistenzgen, jedoch durch Kombination 
funktionell verschieden ausgeprägter Resistenzgene erreicht werden (MacHardy et al., 
2001). Pyramidisierung ist demnach eine Möglichkeit, eine dauerhafte Wider-
standsfähigkeit gegenüber dem Pathotypen zu erreichen und die Gefahr von 
„Resistenzzusammenbrüchen“ zu verringern (z.B. Mundt et al., 2014; Fukuoka et al., 
2015; Kellerhals et al., 2014).  
Resistenzquellen und -züchtung von Malus 
Seit einem Jahrhundert fokussieren sich zahlreiche internationale Züchtungsprogramme 
auf das Einkreuzen dauerhafter Resistenzen gegenüber der bedeutendsten Erreger von 
Apfel: Venturia inaequalis – Erreger des Apfelschorfes, Podosphaera leucotricha – 
Erreger des Apfelmehltaus und Erwinia amylovora – bakterieller Feuerbranderreger (Peil 
et al., 2011). Besonders Feuerbrand stellt eine der größten Bedrohungen der 
Apfelproduktion dar. Dieser Erreger ist nur schwer zu kontrollieren und befallene 
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Pflanzenteile müssen entfernt bzw. Pflanzen komplett gerodet werden (Kellerhals, 2009; 
McManus et al., 2002). 
Züchter nutzen als Resistenzquellen häufig Apfelwildarten. Beispielsweise werden im 
Rahmen der Züchtungsprogramme am Julius Kühn-Institut in Dresden-Pillnitz die 
Wildarten M. baccata, M. fusca (FB-Mfu) und M. robusta (FB-MR5) als Donoren für 
Feuerbrandresistenz genutzt (Peil et al., 2011). Neben Wildarten eignen sich auch 
Feuerbrand-resistente Apfelsorten wie 'Rewena', 'Regia' und 'Enterprise'. Als Donoren 
für Resistenz gegenüber Apfelschorf sind beispielsweise der Sämling 821 der Wildart 
Malus floribunda, der das Resistenzgen Rvi6 enthält, oder die Apfelsorte 'Regia', die 
neben dem Feuerbrand-QTL FB-F7 auch zwei Resistenzgene gegenüber Schorf (Rvi2 
und Rvi4) besitzt, von Relevanz (Peil et al., 2011; Kellerhals et al., 2014). Dennoch hat 
der Einsatz von Wildarten als Resistenzdonoren einen entscheidenden Nachteil. 
Wildarten haben meist Früchte von geringer Größe und Fruchtqualität und schlechtem 
Geschmack. Um die unerwünschten Merkmale der Wildart wieder zu verdrängen sind 
aufwendige Rückkreuzungsprogramme notwendig (Flachowsky et al., 2009; Peil et al., 
2011). Die hierfür große Anzahl an Nachkommen, Kreuzungszyklen und deren Dauer 
limitieren den Züchtungserfolg (Flachowsky et al., 2009). Ein klassisches Züchtungs-
programm dauert demnach mindestens 15 bis 20 Jahre (Flachowsky et al., 2009). 
Zusätzlich gestaltet sich die Etablierung neuer Sorten am Markt als ebenso schwierig 
sowie zeitaufwendig (Peil et al., 2011). Sie dauert unter Umständen mehrere Jahrzehnte 
wie beispielsweise für 'Pinova' (14 Jahre) (Peil und Hanke, 2005). Leider weist keine der 
heutigen am Markt angebotenen Sorten eine ausreichende Widerstandsfähigkeit gegen 
den Feuerbranderreger E. amylovora auf. Weiterhin konnte sich keine Apfelschorf-
resistente Sorte neben beliebten, anfälligen Sorten wie 'Gala' oder 'Golden Delicious' am 
Markt durchsetzen (Kellerhals, 2009).  
Innerhalb des letzen Jahrhunderts steht die Pyramidisierung von Resistenzgenen in 
einer Apfelsorte im Fokus internationaler Programme (Peil et al., 2011). Für die Züchtung 
ist die Kombination von qualitativen (monogenen) und quantitativen (polygenen) 
Resistenzen von großen Interesse, mit dem Ziel, Sorten mit einer dauerhaften 
Widerstandsfähigkeit gegenüber verschieden Krankheitserregern zu erzeugen. 
Beispielsweise verdeutlicht das Brechen der Rvi6-Resistenz in einigen Sorten (Parisi et 
al., 1993) die Notwendigkeit der Kombination verschiedener (Major-) Resistenzgene. 
Dies bietet vorrangig eine effektive Verminderung des Einsatzes von Pestiziden (Carisse 
und Dewdney, 2002; Kellerhals, 2009). Bus et al. (2000) entwickelten im Rahmen des 
New Zealand Apple Breeding Program segregierende Populationen, um Resistenzgene 
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gegen Apfelschorf (Rvi2 und Rvi4), aber auch gegen Schorf (Rvi5), Mehltau (Pl2) und 
Blutläuse (Er-1, Er-3) zu pyramidisieren. Innerhalb des EU-Projekts Fruit Breedomics 
fokussierte sich die Arbeit von Kellerhals und Kollegen (2014, 2016) auf die 
Pyramidisierung von Resistenzen gegenüber Apfelschorf (Rvi6, Rvi2 und Rvi4), Mehltau 
(Pl1 oder Pl2) und Feuerbrand (FB-F7). Es wurden Eliteapfelpflanzen entwickelt, die 
Kombinationen aus (1) Rvi2, Rvi4, Rvi6 und Pl1, (2) Rvi2, Rvi6 und Pl2 oder (3) Rvi2 
und Rvi6 aufwiesen (Kellerhals et al., 2016; Baumgartner et al., 2015). Einige dieser 
Pflanzen zeigten eine geringe Fruchtqualität. Die erzeugten Pflanzen werden jedoch erst 
in den kommenden Jahren in Züchtungsprogramme einfließen. Die Züchtung am Julius-
Kühn-Institut in Dresden-Pillnitz zielt auf die Pyramidisierung der Resistenzgene 
gegenüber Apfelschorf (Rvi2, Rvi4, Rvi5 und Rvi6) sowie Mehltau (Pl1, Pl2, Pld und Plm) 
ab. Zum jetzigen Zeitpunkt sind Zuchtklone mit drei und wenige mit vier der oben 
genannten Schorfresistenzgene vorhanden (A. Peil, pers. Kommunikation). 
1.3.2 Selbstinkompatibilität 
Äpfel als Fremdbefruchter sind trotz weniger selbstkompatibler Sorten generell 
selbstinkompatibel (Pereira-Lorenzo et al., 2009). Die gametophytische Selbstinkompa-
tibilität von Apfel beruht auf der Expression eines griffelspezifischen S-RNase-Gens. Der 
Regulationsmechanismus der Selbstinkompatibilität ist bis jetzt noch nicht vollends 
geklärt. Man nimmt an, dass die S-RNase (eine Griffel-Ribonuklease) zusammen mit 
pollenspezifischen F-Box-Proteinen (SFB) die Pollen-Griffel-Interaktionen steuern (De 
Franceschi et al., 2012). Dabei reguliert die S-RNase die Spezifität des Griffels und die 
SFB-Gene die Pollenspezifität (De Franceschi et al., 2012). S-RNase und SFB-Gene 
sind in einem multiallelischen S-Lokus lokalisiert und bestimmen den S-Haplotyp jedes 
Genotyps. Selbstinkompatibilität tritt auf, wenn die S-Spezifität des Griffels (diploid) mit 
der des Pollens (haploid) identisch ist (De Franceschi et al., 2012). Aufgrund dieser 
Übereinstimmung kann der Pollen in der Regel zwar auskeimen, der Pollenschlauch wird 
jedoch beim Durchwachsen des Griffels blockiert (Pereira-Lorenzo et al., 2009; De 
Franceschi et al., 2012). Demzufolge können Genotypen mit unterschiedlichem S-
Haplotyp innerhalb der Art (z.B. Malus ×domestica BORKH.) sowie mit anderen Malus-
Arten hybridisieren. Jedoch können Genotypen des gleichen S-Haplotyps nicht 
miteinander gekreuzt werden. Die Selbstinkompatibilität besitzt demnach einen 
maßgeblichen Anteil an der genetischen Vielfalt innerhalb der Gattung Malus. 
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Die Selbstinkompatibilität erhöht den Zeitaufwand von Züchtungsvorhaben deutlich 
(Flachowsky et al., 2009). Sie erfordert eine erhebliche Anzahl an Pseudo-Rück-
kreuzungen (BC) mit anderen Apfelsorten, -arten oder Wildarten mit unterschiedlichem 
S-Haplotyp, um im Genom gewünschte Merkmale in einen bestehenden genetischen 
Hintergrund zu integrieren (Flachowsky et al., 2009). Selbstinkompatibilität erzeugt 
demnach eine hohe Diversität in der Nachkommenschaft. 
1.3.3 Die juvenile Phase 
Die Ausbildung von Blüten ist Grundvoraussetzung für die Züchtung. Gerade 
mehrjährige Obstgehölze sind durch eine sehr lang andauernde Juvenilität 
gekennzeichnet (Zimmerman, 1972). Die juvenile Phase der Sämlinge verlängert die 
einzelnen Kreuzungszyklen drastisch (van Nocker und Gardiner, 2014). Dadurch 
gestalten sich Züchtungsprogramme sehr langwierig, kostspielig und zeitaufwendig 
(Flachowsky et al., 2009). Nach einer mehrjährigen juvenilen Phase des Sämlings geht 
dieser in die adulte Phase über (Hanke et al., 2007). Die juvenile Phase ist ausschließlich 
durch vegetatives Wachstum gekennzeichnet ist. Der Sämling ist dabei auch bei 
günstigen Umweltbedingungen wie Temperatur oder Photoperiode (van Nocker und 
Gardiner, 2014) für jegliche blühinduzierende Signale unempfindlich (Sgamma und 
Jackson, 2015). Beide Phasen sind durch eine vegetative Transitionsperiode getrennt 
(Hanke et al., 2007), in welcher der Sämling reproduktiv kompetent wird und auf 
blühinduzierende Signale reagiert (Sgamma und Jackson, 2015). Die Juvenilität stellt 
damit sicher, dass diese Kompetenz erst eintritt, wenn Pflanzen fähig sind, Früchte und 
lebensfähige Samen zu bilden (van Nocker und Gardiner, 2014). Der Eintritt in die adulte 
Phase ist durch die Fähigkeit zu blühen gekennzeichnet, bedeutet jedoch nicht die 
sofortige Bildung von Blüten (vegetative adulte Phase). Erst während der 
Übergangsphase kann eine Blüte mittels agrotechnischer Ansätze erfolgreich induziert 
werden (Hanke et al., 2007; siehe Kapitel 1.4.1).  
Bei Apfel beträgt die juvenile Phase generell fünf bis zehn Jahre (Fischer, 1994; Visser, 
1964), wobei deren Länge einer genetischen Kontrolle unterliegt (Zimmerman, 1972). 
Die Reduktion der Juvenilität von Apfel beschleunigt die Selektion von Sämlingen in 
Züchtungsprogrammen. In der juvenilen Phase kann einzig eine Selektion anhand 
juveniler Merkmale erfolgen (Flachowsky et al., 2009). Eine vollständige Evaluation der 
Nachkommschaft anhand von Fruchtmerkmalen wie Textur, Geschmack und Reifezeit 
wird ausgeschlossen. Anschließende Kreuzungszyklen sind erst nach Abschluss der 
juvenilen Phase der Sämlinge möglich. Dadurch müssen in Gegensatz zur Züchtung von 
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Feldfrüchten eine hohe Anzahl an Apfelsämlingen im Züchtungsprogramm beibehalten 
werden, bevor eine finale Bewertung und Selektion möglich ist (Edge-Garza und Peace, 
2010). Demnach stellt die juvenile Phase als unproduktive Periode einen hohen 
Zeitaufwand und den größten Kostenfaktor der Apfelzüchtung dar (Flachowsky et al., 
2009). Geeignete Methoden wie beispielsweise gentechnische Verfahren können dieser 
Problematik entgegenwirken (Kapitel 1.4.3). 
1.4 Beschleunigung des Züchtungsprozesses von Apfel 
1.4.1 Konventionelle Ansätze 
Zahlreiche Studien zielen auf die Identifikation regulativer Faktoren der Transition von 
juveniler zu adulter Phase und die Entwicklung geeigneter Techniken zur Verkürzung 
der Juvenilität von Apfel ab (z.B. Zimmerman, 1972; Kender, 1974; Flachowsky et al., 
2007; Kotoda et al., 2006). Konventionelle Ansätze fokussieren sich auf gartenbauliche 
und agrotechnische Methoden wie Veredelung, Wurzelbeschneidung, Düngung und die 
Applikation von Wachstumsregulatoren. Diese sind jedoch ausschließlich in der 
Transitionsphase effektiv und beeinflussen nicht die juvenile Phase von Apfelsämlingen 
(Hanke et al., 2007; Zimmerman, 1972). Die Anwendung von Wachstumsregulatoren 
wie Phytohormonen zeigt eine erhebliche Variabilität zwischen Genotypen, Arten sowie 
Experimenten (van Nocker und Gardiner, 2014). Von den konventionellen Ansätzen ist 
einzig eine zusätzliche Belichtung der Pflanzen zur Verkürzung der Juvenilität wirksam 
und induziert eine Blütenbildung in bis zu drei Jahren (Murawski und Focke, 1978). Peil 
et al. (2011) berichteten über die Überwindung der juvenilen Phase innerhalb eines 
Jahres mittels zusätzlicher Belichtung. Dabei wurden Apfelsämlinge während der ersten 
vier Monate für 16 h täglich belichtet. Dies induzierte innerhalb eines Jahres ein 
Längenwachstum > 2 m und führte somit zum Übergang in die adulte Phase. van Nocker 
und Gardiner (2014) fassten zusammen, dass Sämlinge unter optimalen 
Wachstumsbedingungen die adulte Phase in weniger als zehn Monaten erreichen 
können. 
Neben den genannten agrotechnischer Methoden bietet die Identifikation frühblühender 
Mutanten einen weiteren Ansatz zur Verkürzung der Juvenilität. Bis zum jetzigen 
Zeitpunkt sind bei Obstarten wie Apfel, welche bei gemäßitem Klima wachsen, im 
Gegensatz zu anderen mehrjährigen Pflanzenarten wie Pappel Populus alba leider keine 
entsprechende Genotypen beschrieben (Flachowsky et al., 2009). 
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1.4.2 Marker-gestützte Selektion 
Die Marker-gestützte Selektion (MAS) ist ein Verfahren zur Selektion von Pflanzen und 
deren Kreuzungsnachkommen mit Hilfe gengekoppelter molekularer DNA-Marker 
(Collard und Mackill, 2008). Man unterscheidet zwischen verschiedenen Markern: PCR-
basierten Markern wie Simple Sequence Repeat (SSR)-Marker und Sequenz- basierten 
Markern wie Single Nucleotide Polymorphism (SNP)-Marker. Die Identifikation solcher 
Marker beruht auf Polymorphismen in der DNA-Sequenz zwischen Individuen. Für 
zuverlässige Ergebnisse in der MAS ist es entscheidend, dass ein sehr geringer 
genetischer Abstand der Marker zum Zielgen im Pflanzengenom, meist weniger als 5 
Centi Morgan (cM), besteht (Collard und Mackill, 2008). Dabei entspricht 1 cM einer 
Rekombinationshäufigkeit von 1%. Die molekularen Marker werden in diesem Fall mit 
dem Gen (Merkmal) gekoppelt vererbt oder sind zumindest eng damit assoziiert (Collard 
und Mackill, 2008). 
Die Anwendungsgebiete der MAS in der Pflanzenzüchtung sind vielfältig. Sie reichen 
von Marker-gestützter Bewertung von Kreuzungsnachkommen über Marker-gestützte 
Rückkreuzungen, Marker-gestützte Kombination verschiedener Zielgenen (Pyramidi-
sierung) bis zu Kombinationen von MAS und phänotypischem Screening (Collard und 
Mackill, 2008). Gegenüber der klassischen Pflanzenzüchtung bietet der Einsatz 
molekularer Marker drei entscheidende Vorteile: (1) Er ermöglicht eine Selektion auf 
bestimmte Merkmale auf DNA-Ebene, ohne dass Kenntnisse über den Phänotyp 
vorliegen. MAS ist in vielen Fällen einfacher und kürzer als phänotypisches Screening 
von Pflanzen, womit aufwändige und kostenintensive Phänotypisierungen auf ein 
Mindestmaß beschränkt werden können (Collard und Mackill, 2008). (2) Die Selektion 
ist bereits im Sämlingstadium möglich. Gerade in der Apfelzüchtung ist mit der MAS eine 
Selektion der Sämlingen auf adulte Merkmale bereits in deren vegetativer/ juveniler 
Phase erreichbar (Peil et al., 2011). Demnach können gewünschte Sämlinge bereits 
frühzeitig innerhalb des Kreuzungsprozesses identifiziert werden. Dies bietet den Vorteil, 
bereits in frühen Stadien des Züchtungsprozesses die Anzahl an Nachkommen drastisch 
zu reduzieren und den Fokus auf wenige Linien zu lenken (Collard und Mackill, 2008). 
(3) Die Selektion einzelner Pflanzen basiert auf ihrem Genotyp. Für vielzählige Merkmale 
ist ein konventionelles Screening nicht ausreichend, um homozygote von heterozygoten 
Pflanzen zu unterscheiden. Auch kann mittels MAS eine parallele Selektion von 
zahlreichen Merkmalen erfolgen. Gerade MAS wird bei der Pyramidisierung von Genen 
in einem Nachkommen benötigt. Für den Nachweis pyramidisierter Gene ist ein 
phänotypisches Screening meist nicht ausreichend, kann aber die Anzahl zu 
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untersuchender Nachkommen reduzieren (Peil et al., 2011). Zusammenfassend 
reduziert der Einsatz molekularer Marker die Zeitdauer der einzelnen Kreuzungszyklen 
und steigert gleichermaßen Effizienz und Präzision der Selektion (Collard und Mackill, 
2008; van Nocker und Gardiner, 2014; Iwata et al., 2016). 
Für Apfel wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche molekulare Marker für 
züchterisch interessante Merkmale wie Resistenzen gegenüber Apfelschorf und 
Feuerbrand entwickelt (z.B. Bus et al., 2005a; Calenge et al., 2005; Emeriewen et al., 
2014). Der erste erfolgreiche Einsatz von MAS in der Apfelzüchtung wurde von Volz et 
al. (2009) publiziert. Mittels eines Fast Breeding-Ansatzes sollte die Introgression von 
Pflanzenmerkmalen wie Resistenzen aus Wildarten in Elitesämlinge beschleunigt 
werden. Das System von Volz et al. (2009) unterscheidet sich vom Rapid Cycle Breeding 
System von Flachowsky et al. (2011) in der Strategie zur Induktion einer frühen Blüte in 
Apfelpflanzen. Während Volz und Kollegen nicht-transgene Apfelpflanzen unter 
kontrollierten Umweltbedingungen kultivierten, um die juvenile Phase auf 12 bis 15 
Monaten zu verkürzten, werden beim Rapid Cycle Breeding transgene frühblühende 
Pflanzen eingesetzt (siehe Kapitel 1.5.3). Volz und Kollegen kreuzten frühblühende 
Pflanzen der Apfelsorte 'Royal Gala' mit dem Mehltau-resistenten Nachkommen A689-
24 der Wildart M. zumi. Die erhaltenen F1-Sämlinge wurden mittels MAS selektiert. Die 
Kombination aus Reduktion der Juvenilität und MAS führte zu einer deutlichen 
Verkürzung der Generationszeit. 
1.4.3 Gentechnische Strategien 
Zahlreiche Studien forcieren die Reduktion der langen Juvenilität von Apfel durch 
gezielte Manipulation einzelner Blühgene im Blühstoffwechselweg (z.B. Flachowsky et 
al., 2007; Kotoda et al., 2006; Tränkner et al., 2010; Wenzel et al., 2013a). Basierend 
auf vorangegangene Publikationen an einjährigen Modellpflanzen wie Arabidopsis 
thaliana und Antirrhinum majus, fokussieren sich Wissenschaftler seit 15 Jahren auf die 
Identifikation homologer Blühgene und deren Funktion in mehrjährigen Obstpflanzen 
(Hanke et al., 2007, 2012). Ausgehend von Sequenzanalysen, Transkriptionsmuster 
(Esumi et al., 2005; Hättasch et al., 2008; Mimida et al., 2009) und heterogenen 
transgenen Pflanzen (Tränkner et al., 2010; Wada et al., 2002), wurden gentechnische 
Verfahren entwickelt, um gezielt einzelne Blühgene im bestehenden genetischen 
Hintergrund ausgewählter Apfelsorten zu manipulieren. Dabei ist eine Reduktion der 
Zeitspanne zwischen Erzeugung und Blüte auf wenige Monate umsetzbar (Flachowsky 
et al., 2007; Kotoda et al., 2006; Yamagishi et al., 2011). In Studien wird dabei die 
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Gentransfer-Technologie mittels Transformation durch Agrobacterium tumefaciens oder 
A. rhizogenes, Partikelbeschuss (Hanke und Flachowsky, 2010) oder Apple latent 
spherical virus (ALSV) angewandt (Yamagishi et al., 2014). Die erste erfolgreiche 
Transformation von Apfel (Malus pumila Mill) mit Hilfe eines Ti-Plasmidvektors wurde 
von James et al. (1989) durchgeführt. Zum jetzigen Zeitpunkt ist die A. tumefaciens-
Blattinfiltration die Methode mit höchster Effektivität und Reproduzierbarkeit (Hanke und 
Flachowsky, 2010). Sie nutzt binäre Vektorsysteme, um chimäre Genkonstrukte aus 
Ziel- und Selektionsgen in das Pflanzengenom einzubauen. Die 
Transformationseffizienz ist hierbei stark vom Malus-Genotyp, aber auch vom 
verwendeten A. tumefaciens-Stamm und der Methode abhängig (Hanke und 
Flachowsky, 2010). Neben zahlreichen Selektionsmarkern wie beispielsweise manA-
Genen von Escherichia coli (Degenhardt et al., 2006, 2007), dem Dao1-Gen aus 
Rhodotorula gracilis (Hättasch et al., 2009) und dem Transkriptionsfaktor MYB10 aus 
Apfel (Würdig et al., 2013a) wird hauptsächlich das Neomycinphosphotransferase II-Gen 
(nptII) verwendet (Hanke und Flachowsky, 2010; Peil et al., 2011). Zwei Beispiele für A. 
tumefaciens-gestützte Transformationen von Apfel sind in den Kapiteln 1.5.1 und 1.5.2 
näher erläutert. 
In den letzen Jahren richtet sich die Forschung auf neue Strategien. Hierzu zählen unter 
anderem das Rapid Cycle Breeding System (Flachowsky et al., 2011; siehe Kapitel 
1.5.3) und die Cisgenetik (Schouten et al., 2006a, 2006b). Beim Rapid Cycle Breeding 
werden transgene frühblühende Pflanzen genutzt, um mit einem geringen Zeitaufwand 
Gene aus Wildarten in moderne Apfelsorten einzukreuzen. Am Ende des 
Kreuzungsprogramms werden nicht-transgene, genetisch verbesserte Pflanzen 
selektiert (Null-Segreganten). Bei der Cisgenetik wird ein Gen inklusive seiner 
regulatorischen Sequenz (Cisgen) in den gleichen bestehenden genetischen 
Hintergrund transformiert. Im Gegensatz zu transgenen Ansätzen enthalten cisgene 
Pflanzen keine artfremden Sequenzen (Schouten et al., 2006a, 2006b). Die Nutzung 
eines Zielgens (Cisgens) aus dem natürlichen Genpool der Zielart bewirkt sexuelle 
Kompatibilität (Vanblaere et al., 2011). Thomas Kost et al. (2015) generierten die erste 
cisgene Apfelpflanze durch Transformation des apfeleigenen Feuerbrandresistenzgens 
FB_MR5 der Wildart Malus ×rubusta 5 in die anfällige Sorte 'Gala Galaxy'. Diese bietet 
einen Ansatzpunkt für zukünftige Kreuzungsprogramme von Apfel. 
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1.5 Strategien zur Verkürzung der juvenilen Phase 
1.5.1 BpMADS4 – Ein MADS-Box-Gen 
MADS-box-Gene, zu deren Gruppe zahlreiche Blühgene zählen, stehen im Fokus von 
Studien der floralen Transition von Arabidopsis (Theissen et al., 2000) und gelten als 
Ausgangspunkt für die gentechnisch-vermittelte Reduktion der Juvenilität in 
mehrjährigen Pflanzen (Hanke et al., 2012). MADS-box-Gene wurden bereits in 
vielzähligen Eukaryoten identifiziert (Gramzow et al., 2010), wobei sich die Abkürzung 
auf Gene von vier Eukaryotenspezies bezieht: MINICHROMOSOME MAINTENANCE1 
von Saccharomyces cerevisiae, AGAMOUS von Arabidopsis thaliana, DEFICIENS von 
Antirrhinum majus und SERUM RESPONSE FACTOR von Homo sapiens (Schwarz-
Sommer et al., 1990). Im Gegensatz zu den Genomen von Tieren und Pilzen mit nur 
wenigen MADS-box-Genen (Gramzow et al., 2010; Theissen et al., 2000), wurden 
kürzlich 2.603 MADS-box-Gene aus 24 Pflanzenarten identifiziert (Gramzow und 
Theißen, 2013). Charakteristisch für diese Gene ist eine hoch-konservierte DNA-
Bindungsdomäne, die sogenannte MADS-Box. MADS-Proteindomänen werden 
phylogenetisch in zwei Typen, I (Mα, Mβ, Mγ) und II (MIKC), (Gramzow et al., 2010; 
Parenicova et al., 2003) unterteilt. Gramzow und Theißen (2013) identifizierten für Malus 
×domestica 179 MADS-box-Gene, 66 vom Typ I und 113 vom Typ II. 
MADS-box-Gene steuern nahezu alle wichtigen Prozesse der Pflanzenentwicklung. Sie 
codieren putative Transkriptionsfaktoren unter anderem für Dormanz, Seneszenz, 
Blütenarchitektur und vegetatives Wachstum (Saedler et al., 2001; Theissen et al., 
2000). Weiterhin fungieren diese als homeotische Selektorgene im Blühstoffwechsel. Sie 
steuern Blütenorgan-Identitätsgene, kontrollieren die Meristem- sowie Blütenorgan-
identität und die Transition von vegetativer zu reproduktiver Phase (Saedler et al., 2001). 
Eine allgemein konservierte Funktion der MADS-box-Transkriptionsfaktoren wurde 
durch Analysen homologer Gene aus A. thaliana und A. majus bestätigt (Hanke et al., 
2007). Im Rahmen des ABCDE-Modells fungieren MADS-box-Gene eigenständig oder 
in Kombination in der Ausbildung der vier Blütenorgane. A-Gene bestimmen die Bildung 
von Sepalen. Petalen und Stamina werden durch das Zusammenspiel von A- und B-
Genen bzw. B- und C-Genen gebildet. C- und D-Gene steuern die Bildung von Karpellen 
oder Ovula. E-Gene interagieren mit allen anderen ABCD-Genen und führen zur 
Festlegung der Organidentität aller vier Blütenorgane (zusammengefasst in Theissen et 
al., 2000). In Arabidopsis werden die homeotischen Gene AP1 und AP2 zur Klasse A, 
AP3 und PISTILLATA zur Klasse B, AGAMOUS zur Klasse C geordnet (Theissen et al., 
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2000; Mandel et al., 1992). AGAMOUS-LIKE GEN11 wird als Klasse D-Gene und 
SEPELLATA-Gene (SEP1, 2, 3) als Klasse E-Gene betrachtet (Theissen und Saedler, 
2001). 
MADS-box-Gene steuern die Transition in Pflanzen. Die gentechnische Manipulation der 
Transkription von MADS-box-Genen bietet demnach eine Möglichkeit zur Verkürzung 
der Juvenilität in Pflanzen. Elo et al. (2001) identifizierten drei MADS-box-Gene 
(BpMADS3, BpMADS4 und BpMADS5) in Silberbirke (Betula pendula Roth.) mit einer 
hohen Aminosäuresequenzidentität zu AP1 (66-74%) und FRUITFULL (FUL; 60-71%) 
von Arabidopsis. Phylogenetisch werden sie zur AP1:SQUA-Gruppe zugeordnet. 
Funktionell sind sie während der Ausbildung männlicher und weiblicher Infloreszenzen 
aktiv. Besonders BpMADS4, ein FUL-Homolog, spielt eine entscheidende Rolle im 
Übergang von vegetativer zu reproduktiver Phase des floralen Meristems. BpMADS4 
wird stark in sich entwickelnden Infloreszenz exprimiert, aber auch in Hüllblättern, Blüten, 
vegetativen Triebspitzen und Wurzeln (Elo et al., 2001, 2007). 
Die ektopische Expression von BpMADS4 in Tabak (Nicotiana tabacum L.), einer 
einjährigen Modellpflanze, induzierte eine signifikante Reduktion der juvenile Phase (Elo 
et al., 2001). Bereits nach fünf bis sechs Blättern war eine Blütenbildung zu beobachten. 
In mehrjährigen Pflanzen wie Silberbirke konnte mittels permanenter Überexpression 
von BpMADS4 ebenso erfolgreich eine frühe Blüte induziert werden (Elo et al., 2007). 
Transgene Klone blühten bereits 11 Tage nach Bewurzelung. Im Gegensatz bewirkte 
ein BpMADS4-Antisensekonstrukt eine drastische Verlängerung der vegetativen Phase. 
Für Pappel (Populus tremula L.) konnte jedoch keine signifikante Verkürzung der 
Juvenilität erreicht werden (Hoenicka et al., 2008). Dennoch induzierten Flachowsky et 
al. (2007) mittels dieses Ansatzes eine frühe Blüte in Apfel. Sie zeigten, dass eine 
Überexpression von BpMADS4 in 'PNS', einem Sämling der Sorte 'Pinova', die 
Juvenilität drastisch reduziert. Dabei wurde die permanente BpMADS4-Expression 
durch den konstitutiven 35S-Promotor (CaMV35S) des Cauliflower Mosaic Virus 
gesteuert. Erste Blüten an transgenen Sprossen entstanden innerhalb von 13 Wochen 
während in vitro-Kultivierung und drei bis vier Monaten nach Bewurzelung im 
Gewächshaus (Flachowsky et al., 2007). Die Überexpression von BpMADS4 induzierte 
eine stetige Blütenproduktion, die einzig während der Wintermonate stoppte 
(Flachowsky et al., 2011). Außerdem führte dies zu Habitus- und Blütendeformationen, 
welche in einen höheren Fruchtfall resultierten (Flachowsky et al., 2011). Die 
phänotypischen Auswirkungen konstitutiver BpMADS4-Überexpression in Apfel waren 
mit denen von transgenen BpMADS4-Tabak- und Birkenpflanzen vergleichbar (Elo et 
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al., 2001, 2007). So bildeten sie einerseits solitäre Blüten mit erhöhter Anzahl an 
Anomalien (Flachowsky et al., 2007). Dennoch waren weder Blütenfertilität noch 
Pollenfunktionalität signifikant vermindert (Flachowsky et al., 2007). Andererseits wiesen 
BpMADS4-Pflanzen einen gestauchten Wuchs, eine stärkere Verzweigung und rundere 
Blätter auf. Dieser deformierte Habitus erschwerte die Bonitur von Triebnekrosen nach 
Inokulationen transgener BpMADS4-Sämlinge mit dem Feuerbranderreger Erwinia 
amylovora (Le Roux et al., 2012). Nichtsdestotrotz etablierten Flachowsky et al. (2011) 
das erste Fast Breeding-Kreuzungsprogramm für Apfel, ein sogenanntes Rapid Cycle 
Breeding Programm, mit der frühblühenden 35S::BpMADS4-Linie T1190 (siehe Kapitel 
1.5.3). 
1.5.2 MdTFL1 – Ein Homolog von TFL1 
In Pflanzen kontrollieren Gene der CENTRORADIALIS/TERMINAL FLOWER 1/SELF-
PRUNING (CETS)-Familie Zeitpunkt und Ort der Transition zwischen unbestimmtem 
und bestimmtem Wachstum der Sprossmeristeme (McGarry und Ayre, 2012). Diese 
Kontrolle wird durch ein Zusammenspiel antagonistischer Gene realisiert. FT und TFL1 
zählen zur CETS-Familie und weisen eine Sequenzidentität von 71% auf (Kardailsky et 
al., 1999; Kobayashi et al., 1999). In Arabidopsis steuert der Antagonismus zwischen FT 
und TFL1 die Balance zwischen vegetativer und reproduktiver Phase. FT fungiert als 
floraler Promotor und integriert blühinduzierende Signale vom Photoperiode-, 
Vernalizations- und autonomen Blühstoffwechselweg (Sgamma und Jackson, 2015). Die 
Überexpression von FT in Arabidopsis induzierte eine frühe Blüte, während ft-
Knockoutmutanten eine verzögerte Blütenbildung im Vergleich zu Wildtyppflanzen 
zeigten (Kobayashi et al., 1999). Im Gegensatz zu FT fungiert TFL1 als Blührepressor 
und unterdrückt die Transkription der Meristemidentitätsgene LFY und AP1 im apikalen 
Sprossmeristem (Sgamma und Jackson, 2015). Shannon und Meeks-Wagner (1991) 
zeigten, dass tfl1-Knockoutmutanten von Arabidopsis zehn bis 12 Tage früher blühten 
als vergleichbare Wildtyppflanzen. Vice versa führte die Überexpression von TFL1 zu 
einer deutlichen Verzögerung der Blütenbildung (Hanano und Goto, 2011). Folglich 
erhält TFL1 den unbestimmten, vegetativen Status der Meristeme aufrecht und 
verhindert die Bildung floraler Meristeme (McGarry und Ayre, 2012). 
Studien an FT- und TFL1-Orthologen in mehrjährigen Pflanzen bestätigten deren 
konservierte Funktion (u.a. Böhlenius et al., 2006; Endo et al., 2005; Flachowsky et al., 
2012; Hsu et al., 2006). Wang et al. (2011) zeigten, dass AaTFL1 als TFL1-Homolog von 
Arabis alpina, die Blütenbildung bei jungen Pflanzen verhindert und das vegetative 
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Wachstum in axillaren Knospen erhält. In Apfel (M. ×domestica) wurden mehrere 
FT/TFL1-like Gene mit hoher Identität (70,4%/76%) der kodierenden Sequenz und 
analoger Funktionalität zu FT und TFL1 identifiziert (Hättasch et al., 2008; Kotoda und 
Wada, 2005). Hättasch et al. (2008) identifizierten MdFT als Hauptakteur im frühen 
Stadium der Blütenentwicklung. Die Transkription von MdFT findet zum Zeitpunkt nach 
der Vollblüte (Ende April bis Mitte Mai) sowie der Blühinduktion (Anfang bis Ende Juni) 
statt. Kotoda et al. (2010) und Tränkner et al. (2010) zeigten, dass die konstitutive 
Überexpression von MdFT in Apfel dessen juvenile Phase drastisch verkürzte. Im 
Gegensatz zu MdFT agiert MdTFL1 als Blührepressor und verlängert den vegetativen 
Status von Apfel (Flachowsky et al., 2012; Mimida et al., 2009). Beide TFL1-Homologe, 
MdTFL1-1 und MdTFL1-2 (Esumi et al., 2006; Hättasch et al., 2008; Mimida et al., 2009, 
2011), sind während der Blühinitiation Ende Juni/Anfang Juli aktiv und werden 
hauptsächlich in vegetativem Gewebe wie Sprossen und apikalen Knospen exprimiert 
(Hättasch et al., 2008; Kotoda und Wada, 2005). Kotoda und Wada (2005) zeigten, dass 
die ektopische Expression von MdTFL1 in Arabidopsis zu einer drastischen Verkürzung 
der juvenilen Phase führt. Ebenso erfolgreich war ein permanentes Silencing von 
MdTFL1 in Apfel mittels Antisense- sowie RNAi-Konstrukten (Kotoda et al., 2003, 2006; 
Flachowsky et al., 2012; Yamagishi et al., 2014). Die Introgression in das 
Pflanzengenom erfolgte dabei entweder durch A. tumefaciens-vermittelter 
Transformation oder Virus-induziertes Gen-Silencing (VIGS) mit dem ALSV. Transgene 
MdTFL1-Apfelpflanzen blühten in vitro bereits nach sechs Monaten (Flachowsky et al., 
2012) und nach acht Monaten nach im Gewächshaus (Kotoda et al., 2006). Zusätzlich 
beschleunigte das Silencing von MdTFL1 den Prozess von Blühinduktion bis Vollblüte 
von neun bis zehn Monaten auf lediglich zwei bis drei Wochen (Flachowsky et al., 2012). 
Das Silencing von MdTFL1 induzierte ebenso wie die Überexpression von BpMADS4 
(Kapitel 1.5.1) eine stetige Blütenproduktion (Flachowsky et al., 2012). Transgene 
Sprosse bildeten solitäre Blüten mit zahlreichen Anomalien (bis zu 64%) wie 
beispielsweise einer erhöhten Anzahl an Petalen oder das Fehlen von Styli. Weiterhin 
wiesen MdTFL1-Pflanzen einen verminderten Wuchs und rundere Blätter auf. Das 
vegetative Wachstum transgener Sprosse stoppte in den meisten Fällen kurz nach der 
Ausbildung erster Blüten. Das Auftreten von Blüten- und Habitusdeformationen lässt auf 
eine Funktion von MdTFL1 während der Ausbildung der Blütenorgane und 
Baumarchitektur schließen (Flachowsky et al., 2012). Die permamente 
Blütenproduktion, Blüten- und Habitusdeformationen der frühblühenden 35S::MdTFL1-
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Pflanzen erhöhte den Fruchtfall nach Kreuzungen mit der Apfelsorte 'Weirouge' 
(Flachowsky et al., 2012) 
1.5.3 Rapid Cycle Breeding System 
Das erste Rapid Cycle Breeding Programm mit frühblühenden Apfelpflanzen wurde im 
Jahr 2011 von Flachowsky et al. etabliert. Der Begriff Rapid Cycle Breeding wurde 
erstmals auf der First International Rapid Cycle Crop Breeding Conference in 
Landsdowne, Virginia (US, 2014) geprägt. Die Vielzahl synonymer Bezeichnungen wie 
zum Beispiel Fast Breeding, Fast-Track Breeding oder High-Speed Breeding wurde 
somit für die zukünftige wissenschaftliche Kommunikation vereinheitlicht (Weigl et al., 
2015a). Ziel des Systems ist die beschleunigte Introgression interessanter Zielgene bzw. 
Merkmale aus kleinfruchtigen Apfelwildarten in moderne Apfelsorten unter Nutzung 
frühblühender transgener Pflanzen (Abbildung 2). 
Zwei Voraussetzungen sind dabei erforderlich: (i) Eine stabile Introgression der T-DNA 
und Identifikation der T-DNA-Insertionsstelle im Genom der frühblühenden transgenen 
Linie (T-Linie). (ii) Zielgen und Transgen müssen auf unterschiedlichen Kopplungs-
gruppen (LGs) im Genom lokalisiert sein, um diese im finalen Schritt des Kreuzungs-
programms getrennt zu vererben (Flachowsky et al., 2011). BCs mit Eltern mit hoher 
Fruchtqualität ermöglichen die Eliminierung unerwünschter Merkmale der Wildart. 
Innerhalb weniger Jahre können nicht-transgene, genetisch-verbesserte Null-
Segreganten mit einem großen Genomanteil der Eltern mit hoher Fruchtqualität und 
einem kleinen Anteil des Vorfahrens mit geringer Fruchtqualität als geeignetes 
Vorstufenmaterial erhalten werden (Abbildung 2). Für die Wahl der Donoren ist die 
Kenntnis der LG der Zielgene entscheidend (Flachowsky et al., 2009). 
Im ersten Schritt des Kreuzungsprogramms von Flachowsky et al. (2011) wurde die 
frühblühende 35S::BpMADS4-Linie T1190 der Sorte 'PNS' mit der Feuerbrand-
resistenten Wildart Malus fusca (Feuerbrand-QTL FB-Mfu) hybridisiert. Die daraus 
entstandenen transgenen F1-Sämlinge blühten bereits nach wenigen Wochen 
(Flachowsky et al., 2009). Die anschließenden BC1s mit 98⁄6-10 bzw. der Apfelsorte 
'Regia' sollten die Feuerbrandresistenz mit Resistenzgenen für Mehltau (Pl-1, Pl-2), 
Apfelschorf (Rvi2, Rvi4) und dem Feuerbrand-QTL (FB-F7) pyramidisieren (Flachowsky 





Abbildung 2 Modell des Rapid Cycle Breeding Systems von Malus ×domestica BORKH. 
Beschleunigte Introgression interessanter Zielgene aus Apfelwildarten in domestizierte 
Apfelsorten mittels frühblühender T-Linien und anschließenden Pseudo-Rückkreuzungen 
(BC). Aufspaltung der F1-Generation in vier Genotypen. Durch anschließende BCs mit 
Apfelsorten von hoher Fruchtqualität wird der Anteil des Apfelwildartgenoms reduziert. In der 
BCx-Generation treten genetisch verbesserte, nicht-transgene (rot) sowie transgene, 
frühblühende (blau) Sämlinge auf, wobei letztere für weitere Kreuzungsschritte genutzt 
werden können (grau). z - Zielgen; t - BpMADS4 aus der Silberbirke Betula pendula Roth. als 
Transgen; Schema aus Flachowsky et al. (2009). 
 
Aus Kreuzungen mit 98⁄6-10 bzw. der Apfelsorte 'Regia' entstanden BC1-Sämlinge, 
welche Rvi2, Rvi4 und FB-F7 oder Pl-1 und Pl-2 kombinierten (Flachowsky et al., 2011). 
Dennoch ist die Variabilität an Kreuzungsmöglichkeiten bzw. -partnern mit T1190 
limitiert. Bei Kreuzungen mit Resistenzdonoren, welche ihr Zielgen gleichermaßen wie 
T1190 auf LG 4 tragen, werden Transgen und Zielgen gemeinsam vererbt. Aber 
aufgrund ihrer Lokalisation auf derselben LG, können Transgen und Zielgen im finalen 
Schritt des Rapid Cycle Breeding Programmes nicht getrennt vererbt werden (Le Roux 
et al., 2012). Einzig Kreuzungen von Resistenzdonoren und T-Linien, bei denen Zielgen 
und Transgen auf anderen LGs lokalisiert sind, ermöglichen eine getrennte Vererbung 
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beider Gene. Nur in diesem Fall können am Ende des Programms nicht-transgene Null-
Segreganten, welche einzig das Zielgen enthalten, selektiert werden (Flachowsky et al., 
2011). 
Die züchtungsrelevante Bedeutung dieses Programms liegt in der Realisierung einer 
Kreuzungsgeneration pro Jahr (Flachowsky et al., 2011). Mit dem Rapid Cycle Breeding 
in Kombination mit MAS kann die Selektion von Nachkommen beschleunigt und damit 
der Zeitaufwand zur Züchtung neuer Apfelsorten von 30 bis 40 auf nur wenige Jahre 
verkürzt werden (Flachowsky et al., 2011; Peil et al., 2011). 
1.6 Zielstellungen dieser Arbeit 
Eine Verkürzung der Juvenilität und Steigerung der Züchtungseffektivität von Apfel ist 
besonders für Kreuzungen mit Wildarten relevant. Wildarten dienen als Donoren für 
Resistenzen gegenüber der bedeutendsten Krankheitserreger für Apfel: Schorf, Mehltau 
und Feuerbrand. Die Kreuzung mit Wildarten erfordert zahlreiche Rückkreuzungsschritte 
mit anderen Apfelsorten, um die unerwünschten Merkmale der Wildart wie eine geringe 
Fruchtqualität wieder zu verdrängen. Das Rapid Cycle Breeding System bietet eine 
alternative Züchtungsstrategie zur Verkürzung des Zeitaufwandes bei 
Wildartenkreuzungen. Dabei werden transgene Pflanzen moderner Apfelsorten, die eine 
drastisch verkürzte juvenile Phase aufweisen, mit Wildarten gekreuzt. Zwar bietet das 
Rapid Cycle Breeding mit der Realisierung einer Kreuzungsgeneration pro Jahr einen 
großen Vorteil gegenüber der konventionellen Apfelzüchtung (Flachowsky et al., 2011), 
dennoch hat das System einige Nachteile: 
(1) Das derzeitige System nutzt T1190, eine 35S::BpMADS4-Linie von 'PNS', als 
Modellpflanze. Die T-DNA (inklusive BpMADS4) ist im Genom von T1190 auf LG 4 
lokalisiert (Flachowsky et al., 2011). Für die Selektion von Null-Segreganten im finalen 
Schritt des Kreuzungsprogramms ist es entscheidend, dass Transgen (in diesem Fall 
BpMADS4) und eingekreuzte Zielgene der Wildart auf nicht-homologen Chromosomen 
lokalisiert sind. Demnach sind Kreuzungen von T1190 nur mit Wildarten oder Apfelsorten 
möglich, deren Zielgene nicht auf LG 4 lokalisiert sind. Dies limitiert die Variabilität an 
Kreuzungen im derzeitigen Rapid Cycle Breeding Programm drastisch. 
(2) Die konstitutive Überexpression von BpMADS4 bzw. das Silencing von MdTFL1 in 
Apfel induzierte nicht nur eine permanente Blütenbildung, sondern bewirkte auch eine 
drastische Stauchung des vegetativen Wuchses der transgenen Pflanzen (Flachowsky 
et al., 2011, 2012). 
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(3) Diese Deformationen des Habitus in Kombination mit auftretenden Blütenanomalien 
wie beispielsweise dem Fehlen von Styli führten zu einem hohen Fruchtfall an 
35S::BpMADS4- sowie 35S::MdTFL1-Pflanzen (Flachowsky et al., 2007, 2011, 2012). 
(4) Die Reduktion des vegetativen Sprosswachstums und die Ausbildung flexibler, 
überhängender Äste an BpMADS4-Sämlingen erschwerte die Bonitur von Trieb-
nekrosen nach Innokulation mit dem Feuerbranderreger E. amylovora in Resistenz-
studien (Le Roux et al., 2012). 
Basierend auf dem derzeitigen Rapid Cycle Breeding System stand dessen 
Verbesserung im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Hinsichtlich der oben genannten 
Problematik thematisiert die vorliegende Arbeit folgende Zielstellungen: 
(1) Erweiterung des Spektrums an frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien als 
Alternative zu T1190 
Ziel dieser Arbeit war es, 35S::BpMADS4-Linien zu erzeugen, welche sich (1) in der T-
DNA-Insertionsstelle und (2) in der Apfelsorte von T1190 unterschieden. Im Vergleich 
zu den Ergebnissen von T1190 waren weitere Fragestellungen zu klären: (3) Bestanden 
Deletionen in der T-DNA sowie im Genom der 35S::BpMADS4-Linien aufgrund der 
Agrobacterium tumefaciens-vermittelten Transformation der Sorten 'PNS', 'Pinova', 
'Gala', 'Gala Mitchgla' und 'Santana'? (4) Welche Auswirkungen hatte die konstitutive 
Überexpression von BpMADS4 auf den Habitus, die Blütenmorphologie und die 
Pollenfunktionalität der transgenen Linien? 
(2) Durchführung eines Kreuzungsprogramms mit frühblühenden 35S::BpMADS4-
Linien 
Im Rahmen dieser Arbeit war zu klären, ob sich die zuvor molekulargenetisch und 
phänotypisch charakterisierten 35S::BpMADS4-Linien für das Rapid Cycle Breeding 
Programm eigneten. Hierfür waren Kreuzungen mit der Apfelschorf-resistenten Sorte 
'Regia' und der Feuerbrand-resistenten Wildart-Akzession MAL0045 von M. fusca (Raf.) 
Schneid. durchzuführen. Anschließend waren frühblühende transgene F1-Sämlinge mit 
'Golden Delicious' zu kreuzen. Es waren Erkenntnisse zu gewinnen, (1) ob die 
Blütenfertilität der 35S::BpMADS4-Linien beeinträchtigt oder der Fruchtfall mit T1190 
vergleichbar war; (2) wie die Aufspaltung von BpMADS4 und der eingekreuzten 
Resistenzen (Rvi2, Rvi4, Sd1, FB-F7 und FB-Mfu) in der F1- bzw. BC1-Nachkommen-
schaft war; (3) ob geeignete transgene F1- und BC1-Sämlinge, die Marker für 
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unterschiedliche Kombinationen der Resistenzgene aufwiesen, als Vorstufenmaterial 
selektiert werden konnten. 
(3) Temporäre Induktion einer frühen Blüte durch RNAi-Silencing beider MdTFL1-
Gene in Apfel 
Dieser Themenschwerpunkt zielte auf die Generation frühblühender Apfelpflanzen als 
Alternative zu den 35S::BpMADS4-Linien ab. Dabei war es nicht nur entscheidend statt 
BpMADS4 die Transkription des Blührepressors MdTFL1 zu unterdrücken, sondern 
diese vor allem durch den hitzeinduzierbaren Gmhsp17.5-E-Promotor (HSP) aus 
Glycine max zu kontrollieren. Die Steuerung der Transkription von Blühgenen durch 
induzierbare Promotoren ermöglicht eine temporäre Blühinduktion und somit den Erhalt 
der Balance zwischen vegetativem Pflanzenwachstum und reproduktiver Entwicklung 
(Wenzel et al., 2013a). Es waren folgende Fragestellungen zu bearbeiten: (1) Kann eine 
einmalige Hitzeschockbehandlung die Transkription des Gmhsp17.5-E-Promotors 
induzieren und über welche Zeitspanne ist dessen Aktivität nachweisbar? (2) Ist eine 
einmalige Induktion des Gmhsp17.5-E-Promotors ausreichend, um ein RNAi-Silencing 
der Blührepressoren MdTFL1-1 und MdTFL1-2 zu induzieren? (3) Welchen Effekt hat 
dies auf die Transkription von MdFT, den Antagonisten von MdTFL1? (4) War das RNAi-
Silencing von MdTFL1, welches durch mehrfache Hitzeschockbehandlungen induziert 
wurde, ausreichend, um die juvenile Phase der HSP::MdTFL1-1-Linien drastisch zu 
verkürzen? (5) Hatte dies einen Effekt auf den Habitus, die Blütenmorphologie oder die 
Pollenfunktionalität der HSP::MdTFL1-1-Pflanzen und waren diese mit dem Phänotyp 
der 35S::MdTFL1-1-Linien vergleichbar (Flachowsky et al., 2012)? 
Hinsichtlich der ausbleibenden Blütenbildung bei HSP::MdTFL1-1-Linien sollte 
zusätzlich geklärt werden, (6) welche Faktoren zum Scheitern dieses Ansatzes führten 
und (7) ob MdTFL1 eine generelle Funktion in der pflanzlichen Hitzestressantwort 
besitzt. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Pflanzenmaterial, Kultivierung und Vermehrung 
Für Agrobacterium-vermittelte Transformationen wurden drei bis vier Wochen-alte 
in vitro-Sprosskulturen der Apfelsorten 'Pinova', 'Gala', 'Gala Mitchgla' (eine 'Gala' 
Mutante) und 'Santana' (bereitgestellt durch das Julius Kühn-Institut, Dresden-Pillnitz) 
verwendet. Die Vermehrung und Kultivierung der in vitro-Sprosskulturen der erzeugten 
35S::BpMADS4-Linien, HSP::MdTFL1-1-Linien und deren nicht-transgenen Kontrollen 
erfolgte nach dem Protokoll von Flachowsky et al. (2007). Frühblühende 
35S::BpMADS4-Linien der Sorten 'Pinova' und 'Gala' wurden von S. Wenzel (Projekt 
BLE 2814506610/1396) und 'PNS' von H. Flachowsky (Projekt BMBF 312638C) zur 
Verfügung gestellt. Die in vitro-Pflanzen wurden in das Gewächshaus überführt und 
unter kontrollierten Bedingungen (Langtag-Bedingungen 16 h Tag (25°C bis 27°C) / 8 h 
Nacht (20°C), 85% Luftfeuchte) nach Flachowsky et al. (2007) kultiviert. In den 
Wintermonaten wurden die Pflanzen nach den Bedingungen von Flachowsky et al. 
(2011) kultiviert. Die T-Linien von 'PNS', T1189, T1236 und T1240, wurden wie T1190 
und ihre nicht transgene Kontrolle 'PNS', im Jahr 2006 bewurzelt (Flachowsky et al., 
2007). Die T-Linien wurden der Genotypen 'Pinova', 'Gala', 'Gala Mitchgla' und 'Santana' 
in den Jahren 2013 bis 2014 auf 'Golden Delicious'-Sämlingsunterlagen entsprechend 
Vanblaere et al. (2011) mikroveredelt. 
Reife Samen aus Kreuzungen der frühblühenden 35S::BpMADS4-Pflanzen mit der 
Wildart Malus fusca (Acc. MAL0045) bzw. der Apfelsorte 'Regia' und aus Kreuzungen 
frühblühender F1-Sämlinge mit 'Golden Delicious' (siehe Kapitel 2.7) wurden 90 d bei 
4°C stratifiziert und anschließend im Gewächshaus ausgesät. Die erhaltenen F1- und 
BC1-Sämlinge wurden unter den oben genannten Bedingungen kultiviert. 
Geerntetes Blatt- und Meristemgewebe wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren 
und für spätere Analysen bei -80°C gelagert. 
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2.2 Transformationsvektoren 
Basis für das Rapid Cycle Breeding System von Apfel ist die Erzeugung frühblühender 
transgener Apfellinien. Für die Überexpression von BpMADS4 aus B. pendula 
(Akzession X99654.1) in den Apfelsorten 'Gala Mitchgla' und 'Santana' wurde der binäre 
Plasmidvektor p9N-CaMV35S::BpMADS4 generiert (Weigl et al., 2015a; siehe 
Abbildung A1). Zusätzlich wurden 35S::BpMADS4-Linien von 'PNS' des Projekts BMBF 
312638C von H. Flachowsky charakterisiert, welche mit dem chimären Plasmidvektor 
pHTT602-CaMV35S::BpMADS4 (Akzession JQ974028.1; siehe Abbildung A2) trans-
formiert wurden (Flachowsky et al., 2007). Beide Vektoren unterscheiden sich lediglich 
in der Terminatorsequenz von BpMADS4. In letzterem wird BpMADS4 durch seinen 
natürlichen Terminator aus B. pendula, in ersterem durch eine Nopaline-Synthase-
Terminatorsequenz kontrolliert. 
Für das RNAi-vermittelte Silencing der Gene MdTFL1-1 und MdTFL1-2 in den 
Apfelsorten 'Pinova' und 'Gala' wurde der Vektor 620p9U10-HSP::MdTFL1-1-HSP 
(Weigl et al., 2015b; siehe Abbildung A3) verwendet. Dafür wurde das duale Promotor-
konstrukt 619pD1-HSP::MdTFL1-1-HSP generiert und in den binären Plasmidvektor 
p9U10 transformiert. Dieses Konstrukt kodiert eine doppelsträngige RNA zweier 
Gmhsp17.5-E-Promotorssequenzen aus G. max (Akzession M28070.1; Czarnecka et 
al., 1989) und ein 323 bp-Fragment der MdTFL1-1-codierenden Sequenz der Apfelsorte 
'Pinova' (Akzession DQ535888) (Flachowsky et al., 2012). 
Die Transformationsvektoren wurden vom DNA Cloning Service (Hamburg, 
Deutschland) synthetisiert und anschließend in den Agrobacterium tumefaciens-Stamm 
EHA105 (Hood et al., 1993) transformiert. Alle Vektoren enthielten das nptII-Gen als 
Selektionsmarker unter der Kontrolle eines CaMV35S-Promotors. 
Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation 
Die A. tumefaciens-vermittelte Transformation verschiedener Malus-Genotypen erfolgte 
nach dem Protokoll von Flachowsky et al. (2007). Dabei wurden Blätter in vitro 
vermehrter, axillarer Sprossspitzenkulturen der verschiedenen Genotypen mit den 
erzeugten Transformationsvektoren Agrobacterium-infiltriert. Erhaltene T-Linien wurden 
auf die Integration des nptII-Markers mittels Kanamycin-haltiger Vermehrungsmedien 
selektiert. 
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2.3 Molekulargenetische Analysen 
2.3.1 Primer und molekulare Marker 
Die Primer, die für die Identifikation der T-Linien, Genexpressionsanalysen, das Genome 
Walking-Verfahren und die Verifikation von T-DNA- und Vektorbackbone-Sequenzen im 
Pflanzengenom verwendet worden sind, wurden mittels des online-Programms primer3 
(http://primer3.ut.ee/) designt. Alle Primer sind entsprechend ihrer Verwendung in der 
Tabelle A1 aufgelistet. Die molekularen Marker für die markergestützte Selektion von 
Sämlingen sind der Tabelle A2 zu entnehmen. Primer und molekulare Marker wurden 
von der Firma Biomers (Ulm, Deutschland) synthetisiert. 
2.3.2 Standard-Polymerase-Ketten-Reaktion 
Genomische DNA wurde aus 1 g in vitro-Blattmaterial mit dem DNeasy® Plant Mini Kit 
(QIAGEN, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers isoliert. Der Nachweis 
der Insertion transgener DNA-Sequenzen erfolgte mittels Standard-Polymerase-Ketten-
Reaktionen (PCRs) unter Verwendung genspezifischer Primer für nptII, BpMADS4 bzw. 
HSP::MdTFL1-1. Das Primerpaar HSP::MdTFL1-1 F/R amplifizierte einen Bereich 
zwischen einer Gmhsp17.5-E-Promotorssequenz und dem MdTFL1-1- Fragment. 
Ausschluss transformationsbedingter Kontaminationen von A. tumefaciens erfolgte 
mittels PCRs auf das Plasmid-codierte Virulenzgen virG von A. tumefaciens und den 
Primern virG F/R (Tabelle A1). Die Standard-PCRs wurden mit 0,5 µM Primer, 40 ng 
DNA-Templat und 0,5 U DreamTaqTM DNA Polymerase (Fisher Scientific, Schwerte, 
Deutschland) in einem 25 μl Ansatz analog der Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
Das PCR-Programm bestand aus initialer Denaturierung bei 94°C für 5 min, 30 Zyklen 
von 30 s bei 94°C, 1 min bei 58°C (nptII), 63°C (BpMADS4) oder 65°C (virG, 
HSP::MdTFL1-1) und 90 s bei 72°C und finaler Extension bei 72°C für 10 min. 
2.3.3 Southern Hybridisierung 
Identifikation der Anzahl an T-DNA-Insertionen 
Southern Hybridisierungen wurden zur Bestimmung der Anzahl integrierter T-DNA-
Insertionen im Pflanzengenom analog Flachowsky et al. (2012) durchgeführt. 
Genomische DNA wurde aus in vitro-Blattmaterial mit einer modifizierten CTAB 
(Cetyltrimethylammoniumbromid)-Methode nach Saghai-Maroof et al. (1984) isoliert. 
10 µg DNA wurden mit XhoI, BamHI oder HindIII (Thermo Scientific, Waltham, 
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Massachusetts, USA) verdaut und auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche 
Deutschland Holding GmbH, Mannheim, Deutschland) geblottet. Die DNA wurde mit 
einer DIG-markierten Sonde hybridisiert, welche mit Hilfe der nptII F/R-Primer (Tabelle 
A1) generiert wurde. Die Visualisierung erfolgte mit einer anti-DIG-AP (Roche 
Deutschland Holding GmbH) und einem ECF-Substrat (Amersham Biosciences Europe 
GmbH, Freiburg, Deutschland) auf einem ChemiDoc XRS+-System (Bio-Rad 
Laboratories GmbH, München, Deutschland). 
Identifikation von Vektorbackbone-Insertionen 
Das Genom der 35S::BpMADS4-Linien T1189, T1236 und T1240 von 'PNS' wurde auf 
zusätzliche Vektorbackbone-Insertionen entsprechend der oben genannten Methode 
untersucht. Genomische DNA wurde mit EcoRV (Thermo Scientific) verdaut und mit für 
die Vektorbackbone-Amplikons P1-P9 (Tabelle A1) spezifische DIG-markierten Sonden 
hybridisiert. 
2.3.4 Genome Walking-Verfahren 
Identifikation der T-DNA-Insertionsstelle 
Für die Identifikation der T-DNA-Insertionsstellen im Genom der transgenen 
35S::BpMADS4-Linien wurde ein modifizierte Genome Walking-Verfahren (Weigl et al., 
2015a) angewendet. 25 µg genomischer DNA wurden entweder mit StuI bzw. EcoRV 
(T-Linien von 'PNS'; Thermo Scientific) oder BsaAI, EheI bzw. EcoRV (T-Linien von 
'Pinova', 'Gala', 'Gala Mitchgla' und 'Santana'; Thermo Scientific) verdaut. Anschließend 
erfolgten nested-PCRs mit den GenomeWalker Adapter-spezifischen Primern AP1 und 
AP2 (Tabelle A1) in Kombination mit T-DNA-spezifischen TAIL-Primern (Tabelle A1). 
Entsprechend der T-DNA-Border wurden für die 'PNS'-T-Linien die internen Primer 
BpMADS4 TAIL1 bzw. nptII TAIL1 und die nested-Primer BpMADS4 TAIL2 bzw. nptII 
TAIL2 (Tabelle A1) genutzt. Für die restlichen BpMADS4-Linien wurden die Primer 
BpMADS4 TAIL3 bzw. nptII TAIL3 und die nested-Primer BpMADS4 TAIL4 bzw. nptII 
TAIL4 (Tabelle A1) verwendet. Die PCR-Amplikons wurden anschließend isoliert, 
kloniert und sequenziert (siehe Kapitel 2.3.5). 
Die Verifikation der erhaltenen, die T-DNA flankierenden Sequenzen erfolgte mittels 
PCR-Assays. Flankierende Sequenzen der rechten T-DNA-Border (BR) der 'PNS'-
BpMADS4-Linien T1189, T1236 und T1240 wurden mit dem Primer BpMADS4 TAIL2 in 
Kombination mit T1189R, T1236R bzw. T1240F (Tabelle A1) nachgewiesen. Analog 
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wurden für Sequenzen der linken T-DNA-Border (BL) die Primerpaare nptII TAIL5 und 
T1189F, nptII TAIL 2 und T1236F oder P9F und T1240R (Tabelle A1) für die jeweiligen 
T-Linien genutzt. Gleichermaßen erfolgten die PCR-Assays für die restlichen T-Linien 
T915, T920, T935, T938, T962 und T972 mit den jeweiligen die T-DNA flankierenden 
Primern und BpMADS4 TAIL4 oder nptII TAIL4 (Tabelle A1). Die PCR-Reaktionen 
wurden mit 40 ng DNA-Templat und der Taq DNA Polymerase von Invitek (Berlin, 
Deutschland) in einem 25 μl Ansatz nach der Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
Das PCR-Programm bestand aus einer initialen Denaturierung bei 95°C für 5 min, 30 
Zyklen von 1 min bei 95°C, 30 s bei 61°C und 1 min bei 72°C und einer finalen Extension 
bei 72°C für 5 min. Einzig für die Linie T1240 wurde eine Phusion Taq PCR (Thermo 
Scientific) aufgrund der hoch konservierten T-DNA-Insertionsstelle durchgeführt. Die 
PCR-Bedingungen umfassten fünf Zyklen von 1 min bei 94°C und 3 min bei 70°C, 25 
Zyklen von 30 s bei 94°C und 6 min bei 64°C und einer final Extension von 7 min bei 
68°C. 
Identifikation A. tumefaciens-transformationsbedingter Deletionen 
Deletionen im Genom der einzelnen 35S::BpMADS4-Linien, welche aufgrund der 
Transformation entstanden, wurden mittels Sequenzanalysen identifiziert. Dabei wurden 
die Sequenzen der T-DNA-Insertionsstelle der T-Linien mit denen der nicht-transgenen 
Malus-Genotypen in silico verglichen (BioEdit, Ibis Bioscience, Carlsbad, Kalifornien). 
Es wurden PCR-Amplikons mit 40 ng DNA-Templat, den Primerpaaren F/R der 
jeweiligen T-Linie (Tabelle A1) und dem Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech, Palo 
Alto, Kalifornien) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die PCR-Bedingungen 
umfassten fünf Zyklen von 1 min bei 94°C und 3 min bei 68°C, 32 Zyklen von 30 s bei 
95°C und 6 min bei 59°C und einer final Extension bei 68°C für 7 min. Die PCR-
Amplikons wurden anschließend wie unten beschrieben isoliert, kloniert und sequenziert 
(siehe Kapitel 2.3.5). 
2.3.5 Klonierung und Sequenzanalyse von PCR-Amplikons 
PCR-Amplikons wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) gereinigt. 
Anschließend wurden diese in den pCR®4-TOPO®-Vektor ligiert und in One ShotTM 
Chemically Competent Echerichia coli-Zellen folgend der Angeben des TOPO® TA 
Cloning® Kit for Sequencing (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien) transformiert. 
Rekombinante Kolonien wurden mit Blau-Weiß-Selektion und darauffolgender Standard-
PCR mit M13 F/R-Primern selektiert. Plasmid-DNA positiver Transformanten wurde mit 
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dem QIAGEN Plasmid Mini kit (QIAGEN) isoliert und von der Firma Eurofins MWG 
Operon (Ebersberg, Deutschland) mit den universellen M13 F/R-Primern sequenziert. 
Sequenzanalysen erfolgten in silico einerseits mit der BLASTn-Funktion des Center for 
Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), andererseits mit den 
BLASTn- und FASTA-Algorithmen der Genome Database for Rosaceae (GDR, 
http://www.rosaceae.org) im Vergleich zum Genom der Apfelsorte 'Golden Delicious'. 
2.3.6 Genexpressionsstudien mittels quantitativer Real Time PCR 
Gesamt-RNA wurde aus 80 bis 90 mg vegetativer Blätter sowie das apikale 
Sprossmeristem (SAM)-umgebende Gewebe mit dem Invisorb® Spin Plant Mini Kit 
(Stratec Molecular, Berlin, Deutschland) isoliert. DNaseI-Behandlung und cDNA-
Synthese wurden analog des Protokolls von Flachowsky et al. (2007) durchgeführt. Der 
Erfolg der reversen Transkription sowie mögliche Kontaminationen mit genomischer 
DNA wurden durch Reverse Transkriptase-PCRs (RT-PCRs) auf das apfeleigene 
Referenzgen ELONGATION FACTOR GENE 1 ALPHA (EF1α) (Akzession 
MDP0000487255) kontrolliert. Die RT-PCR erfolgte mit EF1α F/R-Primern (Tabelle A1) 
nach dem Protokoll von Hättasch et al. (2008). 
Die endogene Transkription vom MdTFL1-1 (Akzession DQ535888), MdTFL1-2 
(Akzession AB162046), MdFT1 (Akzession AB161112) und HSP::MdTFL1-1 wurde in 
quantitativer Real Time PCRs (qRT-PCRs) unter Nutzung spezifischer Fq/Rq-Primer 
und des Maxima qPCR Master Mix (Thermo Scientific) quantifiziert. Die Primer für 
MdTFL1-1 und MdTFL1-2 (Tabelle A1) wurden den Publikationen von Flachowsky et al. 
(2012) bzw. Hättasch et al. (2008) entnommen. Die PCR erfolgte an einem CFX96 
Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories GmbH) nach dem 
Protokoll von Weigl et al. (2015b) mit Annealingtemperaturen von 64°C (EF1α, MdFT1, 
MdTFL1-1, HSP::MdTFL1-1) oder 66°C (MdTFL1-2). PCR-Effizienz und -Qualität der 
Analysen wurden durch Standardreihen kontrolliert und durch nachträgliche Inter-Run-
Kalibrierung korrigiert. Die Transkriptlevel wurden von zwei (in vitro-Pflanzen) bzw. drei 
(Gewächshauspflanzen) gemischt biologischen Replikaten mit der CFX ManagerTM 
Software Version 3.0 (Bio-Rad Laboratories GmbH) und der komparativen Ct-methode 
von Pfaffl (2001) analysiert. Die Transkription der Zielgene wurde anhand der 
Transkription des Referenzgens EF1α normalisiert. Die Darstellung erfolgte separat für 
jenen Malus-Genotyp in Relation zum niedrigsten Transkriptlevel innerhalb der ersten 
24 h nach den Hitzeschock-Behandlungen. Für die 'Gala'-Linie T987 wurde nur die 
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Transkription von MdTFL1-1 in Blättern von Gewächshauspflanzen untersucht, aufgrund 
der späten Generation dieser T-Linie. 
2.3.7 Marker-gestützte Selektion 
Die Segregation der erzeugten F1- und BC1-Sämlinge (Kreuzungsprogramm siehe 
Kapitel 2.7) in vier verschiedene Klassen von Genotypen wurde mittels MAS evaluiert. 
Sämlinge wurden zuerst auf das Vorhandensein der Transgene nptII und BpMADS4 
mittels Multiplex-PCRs untersucht. Die Isolation genomischer DNA erfolgte wie in Kapitel 
2.3.2 beschrieben. Die PCR-Reaktionen wurden mit 40 ng DNA-Templat, 0,2 µM der 
spezifischen Primer MF/MR für nptII, BpMADS4 und RUBISCO (Tabelle A1) und den 
QIAGEN Multiplex PCR Kit (QIAGEN) in einem 10 μL Ansatz folgend der Angaben des 
Herstellers durchgeführt. Das PCR-Programm bestand aus einer initialen Denaturierung 
bei 95°C für 5 min, 35 Zyklen von 1 min bei 95°C, 90 s bei 60°C und 90 s bei 72°C und 
einer finalen Extension bei 60°C für 30 min. 
Für den Nachweis der Feuerbrand-QTLs von M. fusca bzw. 'Regia' (FB-F7, FB-Mfu) und 
der Resistenzgene für Apfelschorf (Rvi2, Rvi4) und der rosigen Apfelfaltenlaus (Sd-1) 
aus 'Regia' in den F1- und BC1-Sämlingen wurden Multiplex-PCR-Assays mit 
Fluoreszenz-markierten Markern (Tabelle A2) durchgeführt. Die molekularen Marker 
wurden mit BMN-5, BMN-6 oder DY751 markiert. Die PCR wurde mit bis zu drei 
verschiedenen Markern unter Verwendung des QIAGEN Type-It Kit (QIAGEN) nach 
Angaben des Herstellers durchgeführt. Die PCR-Bedingungen entsprachen den oben 
genannten mit den Änderungen auf 32 PCR-Zyklen und der finalen Extension bei 60°C 
für 30 min. Die anschließende Fragmentanalyse der Amplikons wurde mit dem 
GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System und der CEQ 8800 Software (Beckman 
Coulter, USA) durchgeführt. Dabei wurden die Amplikons 1:20 verdünnt und je 2 µL mit 
29,9 µL Sample Loading Solution und 0,1 μL GenomeLab™ DNA Size Standard 400 
(Beckman Coulter) auf 96-Well-Platten pipettiert. Die Proben wurden mit je einem 
Tropfen Mineralöl überschichtet. Die Trennung der Fragmente erfolgte über einen 
Kapillar-Array. 
2.4 Identifizierung cis-regulatorischer thermoinduktiver Elemente 
1 kb der Promotorsequenz vor dem Startkodon ATG beider MdTFL1-Gene von Malus, 
MdTFL1-1 und MdTFL1-2, wurde auf cis-regulatorische thermoinduktive Sequenzmotive 
und HSEs gescreent. Die Identifikation erfolgt einerseits mit Hilfe der PLACE (Plant cis-
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acting regulatory DNA elements)-Datenbank (Higo et al., 1999), andererseits mit der 
HSE-Consensus-Sequenz von Drosophila 5'-CT-GAA--TTC-AG-3' von Pelham und 
Bienz (1982). 
2.5 Hitzeschock-Behandlung 
Zur Induktion des RNAi-vermittelten Silencings von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 wurden 
verschiedene Hitzeschock-Behandlungen durchgeführt. Die Experimente erfolgten an 
drei Wochen-alten in vitro-Sprosskulturen sowie an fünf Wochen-alten mikroveredelten 
Gewächshauspflanzen. Für die Studien wurden je 40 in vitro-Sprosse bzw. neun bis 15 
Gewächshauspflanzen der fünf HSP::MdTFL1-1-Linien sowie deren Kontrollen 'Pinova' 
und 'Gala' genutzt. Die Hitzeschock-Induktionen wurden in einer Klimakammer nach den 
Angaben von Wenzel et al. (2013a) durchgeführt. Einerseits wurden einmalige 
Behandlungen von 2 h (in vitro-Pflanzen) oder 1 h (Gewächshauspflanzen) bei 42°C 
durchgeführt. Andererseits erfolgten multiple Hitzeschock-Behandlungen über eine 
Zeitspanne von 28 d mit einer täglichen Temperaturerhöhung auf 42°C. Vor und nach 
den Hitzeschock-Behandlungen wurden die jüngsten voll entwickelten Blätter sowie das 
SAM-umgebende Gewebe für anschließende Genexpressionsstudien beprobt. 
Anschließend wurden die Langzeit-hitzebehandelten Pflanzen im Gewächshaus bzw. 
unter in vitro-Bedingungen für 30 d weiterkultiviert. 
2.6 Phänotypische Charakterisierungen 
Züchterisch interessante phänotypische Merkmale der T-Linien wurden im Vergleich zu 
den Merkmalen der bestehenden 35S::BpMADS4-Linie T1190 (Flachowsky et al., 2007, 
2011) bzw. der 35S::MdTFL1-1-Linien (Flachowsky et al., 2012) und den 
entsprechenden nicht-transgenen Kontrollpflanzen evaluiert. Alle Merkmale wurden an 
mindestens zwei biologischen Replikaten pro T-Linie bonitiert. 
2.6.1 Habitus 
Durch die konstitutive Überexpression von BpMADS4 induzierte Deformationen des 
Habitus wurden anhand von Messung des Astwinkels erster Ordnung an aktiv-
wachsenden mikroveredelten Gewächshauspflanzen evaluiert. Die variierenden 
Astwinkel wurden in drei Kategorien unterteilt: < 80° - auseinanderfallend, 80° - 90° - 
überhängend, > 90° - lang überhängend. Die Messungen wurden an einer bis vier 
Pflanzen pro T-Linie im Vergleich zu den nicht-transgenen Kontrollen durchgeführt. 
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Weiterhin wurde die Reduktion des Sprosswachstums der 35S::BpMADS4-Linien 
T1189, T1236 und T1240 gegenüber der frühblühenden Linien T1190 und ihrer nicht-
transgenen Kontrolle 'PNS' charakterisiert. Dafür wurde die Wuchshöhe ab dem Rand 
des Pflanztopfes bis zum höchsten Verzweigungspunkt an vier der sieben Jahre-alten 





Abbildung 3 Skizierte Darstellung der 
Messung der Wuchshöhe. Die Messung erfolgte vom Rand 
des Pflanztopfes bis zum höchsten Verzweigungspunkt an 
bewurzelten sieben Jahre-alten Gewächshauspflanzen der 




Morphologische Auswirkungen des Silencings beider MdTFL1-Gene in den 
HSP::MdTFL1-1-Linien wurden 30 d nach den 28-tägigen Hitzeschock-Behandlungen 
an aktiv-wachsenden, mikroveredelten Pflanzen im Gewächshaus evaluiert. Dabei 
wurden die während der Hitzeschock-Behandlungen neuentwickelten Sprosse auf 
Habitus- (Sprosslänge und -durchmesser, Internodienlänge und Nodienanzahl) sowie 
Blattdeformationen (Blattlänge und -breite) bonitiert. Die Messungen wurden an neun bis 
15 Pflanzen pro Genotyp durchgeführt. Die Ergebnisse wurden mit denen der nicht-
transgenen Kontrollen verglichen. 
2.6.2 Blütenmorphologie 
Alle 35S::BpMADS4-Linien wurden in vitro sowie im Gewächshaus auf Blütenbildung 
und -morphologie bonitiert. Die Anzahl an Petalen, Antheren sowie Styli wurden an vier 
bis 20 Blüten pro T-Linie bestimmt. Zum Vergleich wurden 20 Blüten nicht-transgener 
Versuchsfeldbäume der jeweiligen Malus-Genotypen bonitiert. Die Blütenmorphologie 
wurde über eine Zeitspanne von zwei Jahren bonitiert. Analog wurde die Blütenbildung 
und -morphologie (Anzahl an Antheren sowie Styli) an Sprossen der erzeugten F1-
Sämlingen bonitiert. 
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Analog wurden HSP::MdTFL1-1-Pflanzen und deren nicht-transgene Kontrollpflanzen 
nach der 28-tägigen Hitzeschock-Behandlung in vitro und im Gewächshaus auf Blüten-
entwicklung bonitiert. 
2.6.3 Pollenfunktionalität 
Die Pollenfunktionalität transgener 35S::BpMADS4-Linien und F1-Sämlinge wurde dem 
Protokoll von Flachowsky et al. (2007) folgend evaluiert. Es wurden Pollen von Blüten 
der Gewächshaussprosse beprobt und anschließend die Pollenviabilität und -fertilität 
von bis zu 2.400 Pollen pro T-Linie bzw. Sämling mikroskopisch bestimmt. Die 
Ergebnisse wurden mit Ergebnissen von Pollen nicht-transgener 'PNS'-Gewächs-
hauspflanzen, nicht-transgener Versuchsfeldbäume der weiteren Malus-Genotypen 
bzw. den jeweiligen 35S::BpMADS4-Mutterpflanzen verglichen. In Viabilitiäts-Assays 
färbten sich lebensfähige Pollen nach der Inkubation mit 0,5% Kaminessigsäure rot-
orange, tote Pollen blieben farblos. Fertile Pollen bildeten im Gegensatz zu nicht-fertilen 
Pollen nach einer 24-h Inkubation auf Keimmedium Pollenschläuche aus. 
2.6.4 Blütenfertilität und Fruchtausbildung 
In den Hybridisierungsstudien wurden die Fertilität transgener Blüten und die 
Fruchtausbildung der T-Linien sowie der transgegen F1-Sämlinge charakterisiert. Der 
Fruchtansatz als Merkmal der Fertilität wurde zwei Wochen nach der Hybridisierung 
bonitiert (siehe Weigl et al. (2015a)). Die Früchte wurden nach durchschnittlich fünf 
Monaten Reifezeit geerntet und die Anzahl an enthaltenen Samen bestimmt. 
2.7 Kreuzungsprogramm 
Für die Evaluierung der Blütenfertilität und der Eignung der einzelnen 35S::BpMADS4-
Linien für das Rapid Cycle Breeding wurde in den Jahren 2013 bis 2015 ein 
Kreuzungsprogramm analog zu Flachowsky et al. (2011) durchgeführt. Abbildung 4 gibt 
einen Überblick zum Aufbau des Programms. 
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Abbildung 4 Darstellung des Kreuzungsprogramms mit frühblühenden 35S::BpMADS4-
Linien in den Jahren 2013 bis 2015. Die Blüten der T-Linien wurden mit Pollen der Wildart 
Malus fusca (Acc. MAL0045) bzw. 'Regia' in den Kreuzungsschritten A und B bestäubt. Die 
Pollendonoren M. fusca und 'Regia' besitzen beide einen QTL gegenüber dem 
Feuerbranderreger Erwinia amylovora (FB-Mfu bzw. FB-F7). 'Regia' besitzt zusätzlich zwei 
Resistenzgene (Rvi2 und Rvi4) gegenüber dem Erreger des Apfelschorfs Venturia inaequalis. 
Durch eine anschließende Pseudo-Rückkreuzung (C) mit der Apfelsorte 'Golden Delicious' 
wurde der Anteil des Genoms der Apfelwildart der TSA-Sämlinge reduziert bzw. die 
Fruchtqualität der TSB-Sämlinge erhöht. 
 
Blüten der T-Linien wurden mit Pollen der Sorte 'Regia', einem Deszendenten der Sorte 
'Cox', und mit Pollen der Feuerbrand-resistenten Wildart-Akzession MAL0045 von M. 
fusca (Raf.) Schneid. vom Versuchsfeld bestäubt. Je nach T-DNA-Insertionsstelle im 
Genom der jeweiligen 35S::BpMADS4-Linie (siehe Kapitel 3.1) konnten Kreuzungen mit 
einem oder beiden Pollendonoren durchgeführt werden (siehe Tabelle 1). T915 wurde 
nur mit 'Regia' gekreuzt, da deren T-DNA auf LG 10 insertierte. Auf dieser LG ist auch 
der FB-Mfu QTL von M. fusca lokalisiert (Emeriewen et al., 2014). Dementsprechend 
wurde T962 ausschließlich mit M. fusca gekreuzt, da deren T-DNA-Insertion auf den 
LG 2 identifiziert wurde. Auf dieser LG sind die Resistenzgene Rvi2 und Rvi4 von 'Regia' 
lokalisiert (Bus et al., 2005a, 2005b). Die bewurzelten T-Linien T1189, T1136 und T1240 
wurden ausschließlich im Jahr 2013, T915 in 2013 und 2014 und die anderen T-Linien 
in 2014 gekreuzt (siehe Tabelle 1). T920 wurde nicht in das Kreuzungsprogramm 
integriert, da diese T-Linie erst im Sommer 2014 mikroveredelt werden konnte und im 
Frühjahr 2015 erstmals unter Gewächshausbedingungen blühte. Zu diesem Zeitpunkt 
war das Kreuzungsprogramm bereits abgeschlossen. 
 
Material und Methoden 
34 
Tabelle 1 Darstellung durchgeführter Kreuzungen der 35S::BpMADS4-Linien mit Pollen der 
Wildart Malus fusca (Acc. MAL0045) und der Apfelsorte 'Regia' in den Jahren 2013 und 2014 
T-Linie 
Kreuzung mit  
Jahr 
M. fusca Regia  
T1189 PNS ja ja  2013 
T1236 PNS ja ja  2013 
T1240 PNS ja ja  2013 
T915 Pinova nein ja  2013/2014 
T920 Pinova nein nein  - 
T928 Pinova ja nein  2014 
T913 Gala ja ja  2014 
T935 Gala ja ja  2014 
T938 Gala ja ja  2014 
T962 Gala Mitchgla ja nein  2014 
T972 Santana ja ja  2014 
 
Blüten acht transgener F1-Sämlinge (TSA und TSB), die aus Kreuzungen im Jahr 2013 
entstanden, wurden 2014 mit Pollen der Apfelsorte 'Golden Delicious' bestäubt (erste 
Pseudo-Rückkreuzung, BC1). Die Bestäubungen der Blüten erfolgten zweimal 
wöchentlich in den Zeiträumen Mai bis September 2013, April bis September 2014 und 
April bis Juni 2015 im Gewächshaus. 
2.8 Statistische Analyse 
Die Ergebnisse der phänotypischen Evaluierungen transgener 35S::BpMADS4- und 
HSP::MdTFL1-1-Pflanzen wurden mit dem Statistikprogramm SAS® 9.3 (SAS Enterprise 
Guide 4.3, SAS Institute, Inc. Cary, NC) varianzanalytisch analysiert. Parametrische 
Daten wurden in univariaten Varianzanalysen (ANOVAs) mit anschließenden Fisher's 
Least Significant Difference post-hoc Tests (LSD) (Sprosslänge, Internodenlänge, 
Nodienanzahl, Pollenfertilität und -viabilität), Scheffé-Tests (Astwinkel) oder Duncan’s 
Multiple-Range-Tests (Wuchshöhe) ausgewertet. Nicht-parametrische Daten wurden in 
Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests (Anzahl an Styli und Antheren) oder Kruskal-Wallis 
ANOVAs (Anzahl an Styli, Antheren und Petalen, Blattlänge und -breite) mit 
anschließender Bonferroni-Korrektur analysiert. Ein 





3.1 Die Überexpression von BpMADS4 führte zur Induktion der Blüte in 
Apfel 
3.1.1 Insertion von BpMADS4 in unterschiedliche Kopplungsgruppen 
Identifikation transgener 35S::BpMADS4-Linien 
Für die Erweiterung des Spektrums an frühblühenden Linien für das Rapid Cycle 
Breeding System von Flachowsky et al. (2011) wurde BpMADS4 in den Apfelsorten 
'Gala Michgla' und 'Santana' konstitutiv überexprimiert. Die Effizienz der Trans-
formationen mit dem binären Vektor p9N-CaMV35S::BpMADS4 variierte von 0,08% bis 
0,11% (Tabelle 2). Standard-PCRs auf die Transgene BpMADS4, nptII und virG 
identifizierten vier T-Linien (Tabelle 2, Abbildung 5b). 
Tabelle 2 Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation verschiedener Malus-
Genotypen zur Erzeugung 35S::BpMADS4-überexprimierender T-Linien 
Genotyp Projekt 




 Gesamt Analysiert 
PNS BMBF 312638C pHTT602 1,66  24 
T1189, T1236, 
T1240 
Pinova BLE 2814506610/1396 p9N 1,47  16 T915, T920, T928 
Gala BLE 2814506610/1396 p9N 1,01  15 T913, T935, T938 
Gala 
Mitchgla 
Diese Arbeit p9N 0,08  1 T962 
Santana Diese Arbeit p9N 0,11  3 T972 
 
Die Southern Hybridisierung identifizierte je eine T-Linie mit einer einzigen T-DNA-
Insertion (single copy) pro Malus-Genotyp (Abbildung 5a, Tabelle A3). Es wurden elf der 
insgesamt 59 35S::BpMADS4-Linien (Tabelle 2) für weiterführende Charakterisierungen 
ausgewählt. Die Auswahl richtete sich nach (1) dem Vorhandensein einer einzigen 
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Insertion der T-DNA (single copy) und (2) der Fähigkeit der Blütenbildung unter in vitro-
Bedingungen (Tabelle A3). Die T-Linien T1189, T1236 und T1240 wurden anhand ihrer 
phänotypischen Merkmale wie Habitus und Länge der juvenilen Phase aus den sechs 
single copy-T-Linien von 'PNS' ausgewählt (Flachowsky et al., 2011). Ausnahmen stellen 




Abbildung 5 Molekulargenetische Charakterisierung transgener 35S::BpMADS4-Linien.  
(a) Southern Hybridisierung zur Bestimmung der Anzahl an T-DNA-Insertionen im Genom 
der T-Linien T962 und T972 und ihrer nicht-transgenen Kontrollen 'Gala Mitchgla' bzw. 
'Santana'. Genomische DNA wurde mit HindIII verdaut und anschließend mit einer nptII-
spezifischen Sonde hybridisiert. Um eine höhere Intensität der Banden zu erlangen, wurde 
der Marker erst bedeckt und danach separat detektiert. M - DNA Molecular Weight Marker 
VII (Roche Deutschland Holding GmbH). (b) Standard-PCRs zur Validierung der positiven 
Integration transgener DNA-Sequenzen. Die Transgene BpMADS4 (532 bp) und nptII (760 
bp) konnten in beiden T-Linien nachgewiesen werden. A. tumefaciens-Kontaminationen 
wurden mit Hilfe einer PCR auf dessen Plasmid-codiertes Virulenzgen virG ausgeschlossen 
(620 bp). M - Größenmarker (GeneRulerTM 100 bp Plus; Thermo Scientific, Schwerte, 
Deutschland); Plasmid - Transformierter Vektor p9N-CaMV35S::BpMADS4 als Positiv-
kontrolle; Blank - Wasser als Negativkontrolle. Es sind jeweils nur Ausschnitte der PCR-
Ergebnisse aus Weigl et al. (2015a) dargestellt. 
 
Identifikation der T-DNA-Insertionsstellen im Pflanzengenom mittels Genome 
Walking 
In neun der elf untersuchten 35S::BpMADS4-Linien wurde die T-DNA-Integrationsstelle 
mit einer Sequenzidentität von 94% bis 100% zu den korrespondierenden Malus-Contigs 
des 'Golden Delicious'-Genoms der GDR identifiziert. Tabelle 3 zeigt die T-DNA-
Insertionen auf den LGs 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 14, 15 und 16 der entsprechenden T-Linien. 
Für die Charakterisierung der BL der T-Line T972 wurden zwei PCR-Amplicons erhalten, 
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die beide identisch zur LG 9 waren. Jedoch waren sie durch eine Lücke von 1044 bp 
getrennt, deren Sequenz mittels des GDR BlastN Algorhymus der GDR ermittelt wurde. 
Die Ergebnisse für die BR der T-Linien T1236 ließen zuerst darauf schließen, dass die 
T-DNA in zwei Contigs auf der LG 16 insertierte (Tabelle 3). Aufgrund der hohen 
Übereinstimmung von zahlreichen Sequenzen im Genom von 'Golden Delicious' (siehe 
Velasco et al. (2010)), wie auch bei diesen Contigs, handelte es sich hierbei um dieselbe 
T-DNA-Insertionsstelle. Für die T-Linien T920 und T938 konnte der Integrationsort nur 
von einer der beiden T-DNA-Insertionen bestimmt werden. Für die T-Linien T928 und 
T913 resultierte kein eindeutiges Ergebnis mittels des Genome Walking-Verfahrens und 
der T-DNA-Insertionsort konnte nicht ermittelt werden. Die Standard-PCRs mit Pimern 
für T-DNA-flankierende Sequenzen der jeweiligen T-Linien lieferten PCR-Amplikons, die 
der erwarteten Größe entsprachen (Abbildungen siehe Weigl et al. (2015a)). Diese 
PCRs verifizierten folglich die zuvor identifizierten T-DNA-Insertionsstellen der T-Linien. 
In den meisten Fällen insertierte bei der Agrobacterium vermittelten-Transformation von 
BpMADS4 in die fünf Malus-Genotypen das rechte sowie linke Bordermotiv (BR und BL) 
der T-DNA nicht in das Genom. Es wurden T-DNA-Deletionen von 13 bp bis 245 bp der 
jeweiligen T-Linien identifiziert (Tabelle 3). Diese betrafen hauptsächlich die 
Bordermotive (24 bp), aber auch die T-DNA; hauptsächlich nach der BL-Sequenz 
wiebeispielsweise bei T962 (187 bp) und T972 (206 bp). Bei den T-Linien T1236 (30 bp) 
und T972 (10 bp) traten auch T-DNA-Deletionen nach der BR-Sequenz auf. Einzig bei 
der T-Linie T1240 wurde das linke Bodermotiv vollständig in das Genom übertragen. Die 
restlichen Sequenzdaten konnten zu 100% den verwendeten Vektoren pHTT602-
CaMV35S::BpMADS4 bzw. p9N-CaMV35S::BpMADS4 zugeordnet werden. 
Interessanterweise wurden bei der T1240 4901 bp der 4989 bp des Vektors in das 
Genom eingebaut. 
Identifikation Transformations-bedingter Deletionen im Pflanzengenom 
Tabelle 3 zeigt, dass die T-Linien, außer T1189, Transformations-bedingte Deletionen 
von 11 bp bis 361 bp im Vergleich zum Genom nicht-transgener Malus-Genotypen 
aufwiesen. Einzig T1189 zeigte keine Deletionen, aber dafür einen A/G-Austausch an 




Tabelle 3 Identifikation der T-DNA-Insertionsstellen im Genom frühblühender 35S::BpMADS4-Linen mittels des Genome Walking-Verfahrens 
T-Linie Genotyp  
T-DNA-Deletionen (bp)  Insertionsstelle der T-DNA im Apfelgenom 
BL-Seite BR-Seite  
Identität 
(%)† 
LG Contig Position 
Deletionen im Genom 
(bp) 
T1190* PNS 245 22  99 / 99 4 MDC013928.131 16370925..16392133 11 
T1189 PNS 89 23  99 / 96 8 MDC015144.88 9816474..9828197 0 
T1236 PNS 40 54  99 / 94 16 MDC016720.208 5531840..5544481 85 
     99 / 96 16 MDC022251.137 5527775..5533808  
T1240 PNS 0 24  100 / 100 14 MDC004223.814 11554368..11598817 8 
T915 Pinova 13 24  99 / 91 10 MDC017272.70 25597415..25609955 63 
T920‡ Pinova 152 24  94 / 100 7 MDC011857.111 25691741..25723401 85 
T935 Gala 77 22  100 / 98 5 MDC014144.411 11137793..11148240 27 




211 23  99 / 96 2 MDC009026.62 5644611..5663159 12 
T972 Santana 230 34  98 / 97 9 MDC021272.342 20592793..20667530 361 
 
* - Daten aus Flachowsky et al. (2011). 
† - Angabe der Sequenzidentität der flankierenden Sequenzen des linken (BL)/ rechten (BR)-T-DNA-Bordermotivs zu den entsprechenden Contigs im 
'Golden Delicious'-Genom der GDR. 
‡ - T-DNA-Insertionsstelle konnte nur von einer der beiden T-DNA-Insertionen bestimmt werden. 
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Weiterhin wurden mit Hilfe des BLASTn-Algorithmus der GDR an der T-DNA-
Insertionsstelle der einzelnen 35S::BpMADS4-Linien, mit Ausnahme von T1240, keine 
vorhergesagten Gene im 'Golden Delicious'-Genom gefunden. Somit insertierte in 
diesen Fällen die T-DNA nicht in kodierende Sequenzen. Für T1240 fand die T-DNA-
Insertion an der Exon-Intron-Grenze des funktionellen Motivs des Gypsy Retro-
transposon Integrase-like Proteins 1 von Macaca fascicularis (GIN1 PE; Typ: HSP; 
Quelle: blastx_sprot; Contig MDP0000155234, Position 376-573) statt. Bisher wurde 
kein homologes Gen in Arabidopsis gefunden. 
Identifikation zusätzlicher Vektorbackbone-Insertionen im Pflanzengenom 
Die Identifikation zusätzlicher Vektorbackbone-Insertionen erfolgte für die 'PNS'-T-Linien 
T1189, T1236 und T1240 mittels Southern Hybridisierung mit überlappenden 
Primerpaaren für den pHTT602-CaMV35S::BpMADS4-Vektor (Primer P1-P9; siehe 
Tabelle A1). Die Abbildung 6 zeigt die Positionen der PCR-Amplikons im Vektor-
backbone sowie die Ergebnisse der Southern Hybridisierung für die Primerpaare P1 und 
P9. Für das Primerpaar P1 wurde für alle drei T-Linien eine Bande detektiert. Für T1240 
entsprach die Bandengröße dem Plasmidvektor. Für T1189 und T1236 war die 
Bandengröße im Vergleich zum Plasmid geringer. Infolgedessen fand bei der T-DNA-
Insertion in das Genom von T1189 und T1236 ein Bruch an oder kurz nach der BL statt. 
 
 
Abbildung 6 Identifikation von Vektorbackbone-Insertionen im Genom frühblühender 
35S::BpMADS4-Linien vpn 'PNS' mittels Southern Hybridisierung. (a) Schematische 
Darstellung des pHTT602-CaMV35S::BpMADS4-Vektors mit Angabe der Positionen der 
PCR-Amplikons im Vektorbackbone mit den Primerpaaren P1 - P9. (b) Southern 
Hybridisierung mit Digoxygenin-markierten Sonden spezifisch für P1 und P9. Die Pfeile 
verdeutlichen ein positives Signal für die Linien T1189, T1236 und T1240, welches am 


















Für die Primerkombinationen P2 bis P9 konnte für T1189 und T1236 kein positives 
Signal detektiert werden (Abbildungen siehe Weigl et al. (2015a)). Für T1240 konnte für 
die Primerpaare P2 bis P9 je eine Bande detektiert werden, welche stets der Größe des 
Vektors entsprach (Abbildung 6b; siehe Weigl et al. (2015a)). Dies bestätigt das Ergebnis 
der Sequenzanalysen für T1240, bei der eine Integration von 98% des Vektorbackbones 
identifiziert wurde. 
3.1.2 Phänotypische Merkmale der BpMADS4-Linien 
Die einzelnen 35S::BpMADS4-Linien wurden anhand der phänotypischen Merkmale 
Blütenmorphologie, Pollenfunktionalität und Habitus evaluiert. 
Blütenmorphologie 
Unter in vitro-Bedingungen blühten drei der vier erzeugten 35S::BpMADS4-Linien der 
Apfelsorten 'Gala Mitchgla' und 'Santana' (Tabelle A3). Die elf molekular genetisch 
untersuchten 35S::BpMADS4-Linien (siehe Tabelle 2) zeigten bereits wenige Wochen 
nach ihrer Erzeugung eine frühe Blüte an in vitro-Sprossen (Abbildung 7). Die in vitro-
Sprosse bildeten hauptsächlich solitäre Blüten. Einige T-Linien zeigten deformierte 
Blüten. Einerseits bildeten sie Petalen, welche mit Antheren zusammengewachsen 
waren, andererseits Blüten ohne Styli (Tabelle 4). 
 
Abbildung 7 Ausbildung einer frühen 
Blüte an in vitro-Sprossen der 
35S::BpMADS4-Linien. Solitäre Blüten 
an einzelnen Sprossen der 'Pinova'-




Unter in vitro-Bedingungen war eine geringere Blütenproduktion an den transgenen 
Sprossen zu beobachten. Aufgrund dessen konnte nur für einige T-Linien eine 
statistische Analyse der Anzahl an Blütenorganen zwischen in vitro- und Gewächshaus-
Blüten durchgeführt werden. Die statistisch möglichen Analysen zeigten, dass in vitro 
die Anzahl an Antheren signifikant für T920 und T972 erhöht war verglichen mit 
Gewächshauspflanzen (Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests, P < 0,05; Tabelle 4). Blüten an 
in vitro-Sprossen von T915 hatten eine signifikant reduzierte und von T1240 und T972 
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eine signifikant erhöhte Anzahl an Styli im Vergleich zu Blüten an mikroveredelten 
Sprossen der Gewächshauspflanzen (Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests, P < 0,05; Tabelle 
4). Aufgrund der geringen Blütenproduktion von T1189 und T1236 unter in vitro-
Bedingungen wurde die Blütenmorphologie dieser T-Linien nicht bonitiert. 
 
Tabelle 4 Charakterisierung der Blütenmorphologie an Sprossen der 35S::BpMADS4-
Linien unter in vitro-Bedingungen 
T-Linie Genotyp 
Blütenbonitur  Blütenmorphologie† 
Gesamt Deformiert  Styli Antheren 
T1240* PNS 9 7  5,1 ± 2,1 b 20,1 ± 3,6 a 
T915 Pinova 9 0  4,7 ± 0,3 b 15,9 ± 1,6 a 
T920 Pinova 15 2  5,7 ± 0,5 a 18,3 ± 1,0 b 
T928 Pinova 20 2  5,4 ± 0,5 a 19,4 ± 1,2 a 
T913 Gala 3 0  2,3 ± 1,2‡ 15,0 ± 1,5‡ 
T935 Gala 1 1  0,0 ± 0,0‡ 10,0 ± 0,0‡ 
T938 Gala 2 0  3,0 ± 0,0‡ 15,0 ± 1,0‡ 
T962 Gala Mitchgla 4 0  3,5 ± 0,3‡ 16,0 ± 0,8‡ 
T972 Santana 7 1  3,4 ± 0,7 b 15,3 ± 0,8 b 
 
Angabe der Daten als Mittelwert ± Standardfehler. 
* - Daten aus Flachowsky et al. (2007). 
† - Statistische Analyse der Merkmale an in vitro-Sprossen im Vergleich zu mikroveredelten 
Sprossen der jeweiligen T-Linien im Gewächshaus (siehe Tabelle 5) mittels Wilcoxon-Mann-
Whitney-Tests (P < 0,05). 
‡ - Aufgrund geringer Blütenbildung unter in vitro-Bedingugen war keine statistische Analyse 
möglich. 
 
Vier bis fünf Monate nach Überführung der 35S::BpMADS4-Linien von 'Pinova', 'Gala', 
'Gala Mitchgla' und 'Santana' ins Gewächshaus bildeten sich die ersten Blüten an den 
mikroveredelten Sprossen. Interessanterweise blühten die T-Linien von 'Pinova' und 
'Gala Mitchgla' einen Monat eher verglichen mit denen von 'Santana' und 'Gala'. 'PNS'-
Linien blühten bereits nach wenigen Monaten im Gewächshaus (Flachowsky et al., 
2011). Im Zeitraum zwischen April und Oktober war an allen Sprossen der T-Linien eine 
permanente Blütenproduktion zu beobachten. Einzig in der Periode zwischen November 
und März stoppte die Blütenbildung. 
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Die 35S::BpMADS4-Linien bilden hauptsächlich solitäre terminale Blüten. Wenige axial 
solitäre sowie multiple Blüten waren an den Sprossen zu beobachten. Einige T-Linien 
wie beispielsweise bei T920 bildeten deformierte Blüten (bis zu 66%) mit Petalen, welche 




Abbildung 8 Die Überexpression von BpMADS4 in Apfel induziert eine frühe Blüte. 
35S::BpMADS4-Linien bildeten hauptsächlich solitäre Blüten mit einer normalen Anzahl von 
fünf Petalen und fünf Styli (a). Einige Linien, wie beispielsweise T920, bildeten mitunter 
deformierte Blüten mit einer erhöhten Anzahl an Petalen, welche mit Antheren 
zusammengewachsen waren (b), sowie Blüten ohne Styli (c). 
 
Es waren signifikante Unterschiede in der Blütenmorphologie zwischen den T-Linien und 
ihren nicht-transgenen Kontrollen zu bonitieren (Tabelle 5; Kruskal-Wallis-Tests, P < 
0,05). Beispielsweise war bei den 'PNS'-Linien T1189 (14,4 ± 0,7) und T1236 (15,1 ± 
0,5) die Anzahl an Antheren im Vergleich zu T1240 (16,9 ± 0,7), T1190 (18,6 ± 2,3) und 
'PNS' (17,5 ± 2,7) signifikant reduziert. Eine signifikante Reduktion der Antheren-Anzahl 
pro Blüte trat außer an T915 und T928 bei allen untersuchten T-Linien verglichen mit 
ihren nicht-transgenen Kontrollen auf (siehe Tabelle 5). Eine signifikant reduzierte 
Anzahl an Styli war bei Blüten fast aller Linien, ausgenommen T1236 und T928, 
verglichen mit den jeweiligen nicht-transgenen Kontrollen zu bonitieren (Tabelle 5). 
Weiterhin zeigten die Linien T915, T920, T928 und T972 eine signifikant erhöhte Anzahl 
an Petalen im Vergleich zu Blüten ihrer Kontrollen 'Pinova' und 'Santana' (Tabelle 5). 
Pollenfunktionalität 
Die Pollenviabilität transgener Blüten der 35S::BpMADS4-Linien variierte zwischen 
50,4% bis 89,6% (Tabelle 5). Für die T-Linien von 'PNS', 'Pinova' (außer T928) und 'Gala 
Mitchgla' bestanden keine signifikante Unterschiede in der Pollenviabilität verglichen mit 
Pollen der jeweiligen nicht-transgenen Kontrollpflanzen (LSD post-hoc-Tests, P > 0,05). 
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Die Viabilität von Pollen von T1190 (79,9 ± 22,1%) war mit der von T1189 (74,3 ± 5,1%) 
und T1236 (77,8 ± 5,1%) vergleichbar. T1240 zeigte eine signifikant reduzierte 
Pollenviabilität (52,2 ± 5,4%) verglichen mit diesen drei T-Linien. Die Pollenviabilitäten 
der T-Linien von 'Gala' und 'Santana' waren signifikant reduziert im Vergleich mit der der 
entsprechenden nicht-transgenen Kontrollpflanzen (LSD post-hoc-Tests, P < 0,05). 
Die Pollenfertilität transgener Blüten der 35S::BpMADS4-Linien variierte zwischen 
22,1% bis 62,5% (Tabelle 5). Sie war für acht der elf charakterisierten T-Linien signifikant 
zu der ihrer nicht-transgenen Kontrollpflanzen reduziert (LSD post-hoc-Tests, P < 0,05). 
Einzig für Pollen der T-Linien T1189, T1236 und T915 konnten mit den Kontrollen 
vergleichbare Fertiliäten gemessen werden (Tabelle 5). Weiterhin bestanden keine 
signifikanten Unterschiede in der Pollenfertilität zwischen den T-Linien T1189 (27,5 ± 
11,1%), T1236 (27,5 ± 9,3%) und T1190 (57,9 ± 30,5%; Flachowsky et al., 2007). 
Habitus 
Die konstitutive Überexpression von BpMADS4 in verschiedenen Malus-Genotypen 
resultierte in einer permanente Blütenproduktion und führte somit zu einer starken 
Reduktion des vegetativen Sprosswachstums (Abbildung 9; Abbildungen siehe Weigl et 
al. (2015)). Die Reduktion wurde an den sieben Jahre-alten Gewächshauspflanzen von 
T1189, T1236, T1240 und T1190 im Vergleich zu ihrer nicht-transgenen Kontrolle 'PNS' 
evaluiert. Die Wuchshöhe von T1189 (155,8 ± 2,0 cm) und T1190 (154,3 ± 4,1 cm) war 
im Vergleich zu der von 'PNS' (170,9 ± 5,2 cm) reduziert, jedoch war diese Stauchung 
aufgrund der geringen Anzahl an biologischen Replikation nicht signifikant. Bei den 
Linien T1236 (130,3 ± 11,9 cm) und T1240 (129,5 ± 7,4 cm) war eine signifikante 
Stauchung des Wachtsums im Vergleich zu T1189, T1190 und 'PNS' zu bonitieren 
(Duncan’s Multiple-Range-Rest: F4 = 6,92, P = 0,0023; Abbildung siehe Weigl et al. 
(2015a)). Auch bei den 35S::BpMADS4-Gewächshauspflanzen der anderen Malus-
Genotypen reduzierte sich mit dem Beginn der Blütenproduktion das Wachstum des 
Hauptsprosses drastisch. Es bildeten sich laterale Sprosse aus. Die Wuchshöhe wurde 
nicht evaluiert, aufgrund (1) geringer Veredelungsraten und dem Fehlen ausreichender 
biologischer Replikate und (2) zum Teil fehlender Verzweigung der nicht-transgenen 
Kontrollpflanzen. Zur Charakterisierung des Habitus der T-Linien und ihren nicht-
transgenen Kontrollen wurde der Astwinkel der Gewächshauspflanzen gemessen. Die 
Kontrollpflanzen bildeten stets auseinanderfallende Äste mit Astwinkeln <80°. Bei 
Santana konnte kein Astwinkel bestimmt werden, da bis zum Ende dieser Studie keine 




Abbildung 9 Die Induktion einer frühen Blüte 
bei Apfel resultierte in einer Deformation des 
Habitus. Sprosse der 35S::BpMADS4-Linien zeigten 
einen gestauchten Wuchs im Vergleich zu den nicht-
transgenen Kontrollpflanzen. Weiterhin bildeten die 
transgenen Sprosse überhängende (T962) oder 






Die Astwinkel der 35S::BpMADS4-Linien variierten von auseinanderfallend (T1189, 
T1190, T915, T928), überhängend (T962, T920, T938, T1236, T1240) bis lang 
überhängend (T972, T913, T935). T1189 (76,2 ± 2,4°) bildete genau wie die bereits 
publizierte 35S::BpMADS4-Linie T1190 (70,8 ± 3,2°) feingliedrige und flexiblere Äste im 
Gegensatz zu 'PNS' (67,7 ± 3,5°). Auch die 'Pinova'-T-Linien T915 (75,8 ± 4,4°) und 
T928 (78,9 ± 5,6°) zeigten einen normalen Habitus mit nur geringfügig flexibleren, 
auseinanderfallenden Ästen als ihre nicht-transgene Kontrolle (73,8 ± 1,8°). Die T-Linien 
T1236, T1240 und T920 zeigten im Gegensatz zu den nicht-transgenen Kontrollpflanzen 
einen herabhängenden Habitus mit stärker verkrümmten Ästen (82,7° bis 85,2°). Die 
Astwinkel von T1236 und T1240 unterschieden sich signifikant zu denen von T1189, 
T1190 und 'PNS' (Scheffé-Test: F4 = 6,94, P < 0,0001). Auch bestanden signifikante 
Unterschiede zwischen dem auseinanderfallenden Habitus der Kontrollen 'Gala' und 
'Gala Mitchgla' und dem überhängenden bzw. lang überhängenden Wuchs ihrer 
jeweiligen T-Linien (Scheffé-Test: F4 = 17,97, P < 0,0001). 
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Habitus  Blütenmorphologie (Anzahl)†  Pollenfunktionalität (%) 
Astwinkel (°) Typ‡  Deformiert Styli Antheren Petalen  Viabilität Fertilität 
PNS 4 67,7 ± 3,5 Auseinanderfallend  7 5,7 ± 1,0* a 17,5 ± 2,7* a n.b.  62,4 ± 13,4* ab 59,0 ± 14,1* a 
T1190 4 70,8 ± 3,2 Auseinanderfallend  6 4,4 ± 1,9* ab 18,6 ± 2,3* a n.b.  79,9 ± 22,1* a 57,9 ± 30,5* a 
T1189 4 76,2 ± 2,4 Auseinanderfallend  8 3,6 ± 0,5 b 14,4 ± 0,7 b 5,3 ± 0,3 a  74,3 ± 5,1 a 27,5 ± 11,1 ab 
T1236 4 85,2 ± 2,3 Überhängend  6 4,9 ± 0,2 a 15,1 ± 0,5 b 5,1 ± 0,9 a  77,8 ± 5,1 a 27,5 ± 9,3 ab 
T1240 4 83,2 ± 2,7 Überhängend  9 3,9 ± 0,4 b 16,9 ± 0,7 a 5,5 ± 0,2 a  52,2 ± 5,4 b 22,1 ± 9,1 b 
Pinova 4 73,8 ± 1,8 Auseinanderfallend  0 5,0 ± 0,1§ a 18,3 ± 0,3§ a 5,1 ± 0,1 a  96,1 ± 0,2§ a 93,1 ± 0,4§ a 
T915 4 75,8 ± 4,4 Auseinanderfallend  4 6,2 ± 0,3 b 17,6 ± 1,0 ab 5,9 ± 0,4 b  89,6 ± 2,1 a 62,5 ± 28,2 ab 
T920 1 82,7 ± 8,9 Überhängend  6 4,8 ± 0,4 c 15,6 ± 1,5 b 5,7 ± 0,4 b  81,6 ± 6,8 a 35,2 ± 12,9 b 
T928 3 78,9 ± 5,6 Auseinanderfallend  4 5,1 ± 0,3 ac 18,2 ± 0,6 ab 6,4 ± 0,3 b  55,5 ± 2,8 b 31,3 ± 15,9 b 
Gala 4 52,2 ± 2,4 Auseinanderfallend  0 4,8 ± 0,1§ a 19,6 ± 0,3§ a 5,0 ± 0,1 a  98,7 ± 0,1§ a 91,1 ± 0,8§ a 
T913 3 103,5 ± 3,9 Lang überhängend  2 3,7 ± 0,4 b 16,0 ± 0,8 b 5,1 ± 0,1 a  50,4 ± 10,4 b 25,1 ± 7,3 b 
T935 2 91,3 ± 3,8 Lang überhängend  5 3,2 ± 0,7 b 15,1 ± 1,1 c 5,6 ± 0,4 a  86,0 ± 0,8 c 48,3 ± 5,1 c 
T938 2 88,5 ± 4,1 Überhängend  0 2,2 ± 0,3 c 16,0 ± 0,6 b 5,4 ± 0,2 a  82,3 ± 0,8 bc 31,4 ± 2,0 bc 
Gala Mitchgla 2 57,0 ± 4,9 Auseinanderfallend  0 5,0 ± 0,1§ a 19,1 ± 0,4§ a 5,0 ± 0,0 a  98,9 ± 0,0§ a 97,8 ± 0,0§ a 
T962 2 81,9 ± 5,3 Überhängend  0 3,8 ± 0,5 b 15,9 ± 0,8 b 5,1 ± 0,1 a  81,5 ± 6,8 a 62,5 ± 4,2 b 
Santana 2 n.b. n.b.  0 5,0 ± 0,1§ a 17,9 ± 0,3§ a 5,0 ± 0,0 a  77,7 ± 0,3§ a 97,2 ± 0,1§ a 
T972 3 90,2 ± 5,3 Lang überhängend  0 1,6 ± 0,3 b 13,1 ± 0,7 b 7,7 ± 0,6 b  61,3 ± 3,1 b 36,0 ± 1,8 b 
 
Angabe der Daten als Mittelwert ± Standardfehler. T-Linien sind zu ihren jeweiligen nicht-transgenen Kontrollen gruppiert. n.b. - nicht bestimmt. 
Statistische Analyse der Merkmale der T-Linien und ihrer nicht-transgenen Kontrollen mittels Kruskal-Wallis- oder LSD post-hoc-Tests (P < 0,05). 
* - Daten aus Flachowsky et al. (2007). † - Anzahl aus 20 Blüten. 
‡ - Bestimmung des Habitus anhand der Astwinkel: <80°: auseinanderfallend; 80 - 90°: überhängend; >90°: lang überhängend. 
§ - Blüten der Kontrollen stammen von Bäumen des Versuchsfelds. 
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3.2 Die Induktion einer frühen Blüte ermöglichte eine 
Kreuzungsgeneration pro Jahr 
Blüten der frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien wurden 2013 und 2014 mit Pollen der 
Apfelschorf-resistenten Sorte 'Regia' und der Feuerbrand-resistenten Wildart M. fusca 
(Raf.) Schneid. (Acc. MAL0045) bestäubt. Insgesamt entstanden aus 700 bestäubten 
Blüten 75 F1-Sämlinge von M. fusca (TSA) und 74 F1-Sämlinge von 'Regia' (TSB). Der 
Fruchtansatz zwei Wochen nach Bestäubung der Blüten variierte je nach Genotyp von 
10,5% bis 67,9%. Höchste Fruchtansatzraten (> 35%) wurden für T1236, T1240, T915, 
T962 und T972 erzielt. Die Kreuzungen mit Pollen von 'Regia' im Vergleich zu M. fusca 
waren mit einem 10% höheren Fruchtansatz erfolgreicher (ausgenommen von T972). 
Die Tabellen 6 und 7 geben Aufschluss über die Ergebnisse der Kreuzungen. Abbildung 
10 zeigt Kreuzungsfrüchte der frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien T1240 und T1236 
im Gewächshaus. Wir bonitierten ein bis drei parthenokarpe Früchte pro transgenem 




Abbildung 10 Kreuzungsfrüchte der frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien T1240 und 
T1236 im Gewächshaus. Fruchtansatz an T1240 zwei (a) und 40 Wochen (b) nach 
Bestäubung mit Pollen der Feuerbrand-resistenten Wildart Malus fusca (Raf.) Schneid. (Acc. 
MAL0045). (c) Frucht von T1236 40 Wochen nach Bestäubung mit Pollen der Apfelschorf-
resistenten Apfelsorte 'Regia'. 
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Tabelle 6 Kreuzungen der 35S::BpMADS4-Linien mit der Wildart Malus fusca (Acc. MAL0045) als Donor für Resistenz gegenüber Erwinia 
amylovora in den Jahren 2013 und 2014 
T-Linie Anzahl bestäubter Blüten Fruchtansatz (%) Anzahl reifer Früchte Anzahl Samen 
Anzahl Sämlinge 
Gesamt Frühe Blüte§ 
T1190* 225 n.b. 13 24 19 9 
T1189† 73 32,9 6 19 6 0 
T1236† 98 35,7 9 43 20 4 
T1240† 100 36,0 6 18 11 5 
T928‡ 49 32,8 6 20 11 n.b. 
T913‡ 62 15,3 0 n.b. n.b. n.b. 
T935‡ 47 34,4 5 23 1 n.b. 
T938‡ 29 17,2 0 n.b. n.b. n.b. 
T962‡ 32 39,3 5 35 7 n.b. 
T972‡ 5 40,0 0 n.b. n.b. n.b. 
 
* - Daten aus Flachowsky et al. (2011). 
§ - Transgene Sämlinge blühten im ersten Jahr nach der Keimung. 
T-Linien wurden ausschließlich in den Jahren 2013 (†) bzw. 2014 (‡) gekreuzt. 




Tabelle 7 Kreuzungen der 35S::BpMADS4-Linien mit der Apfelsorte 'Regia' als Donor für Resistenz gegenüber Venturia inaequalis in den Jahren 
2013 und 2014 
T-Linie Anzahl bestäubter Blüten Fruchtansatz (%) Anzahl reifer Früchte Anzahl Samen 
Anzahl Sämlinge 
Gesamt Frühe Blüte§ 
T1189† 27 37,0 1 8 6 2 
T1236† 20 45,0 4 34 27 9 
T1240† 18 50,0 2 8 4 0 
T915 75 67,9 17 115 29 2 
T913‡ 22 10,5 1 1 0 n.b. 
T935‡ 26 48,0 2 2 3 n.b. 
T938‡ 16 31,3 2 2 5 n.b. 
T972‡ 1 0,0 0 n.b. n.b. n.b. 
 
§ - Transgene Sämlinge blühten im ersten Jahr nach der Keimung. 
T-Linien wurden ausschließlich in den Jahren 2013 (†) bzw. 2014 (‡) gekreuzt. 




3.2.1 Molekulargenetische und phänotypische Charakterisierung der F1-Sämlinge 
aus Kreuzungen im Jahr 2013 
Die erhaltenen 85 Sämlinge der Kreuzungen von T1189 T1236, T1240 und T915 mit M. 
fusca sowie 'Regia' im Jahr 2013 wurden molekulargenetisch und phänotypisch 
charakterisiert. Molekulargenetische Untersuchungen zeigten eine Aufspaltung der 
Nachkommenschaft (85 Sämlinge) in vier verschiedene Klassen von Genotypen: (1) 
Sämlinge, die eine Integration von BpMADS4 (9; 10,6%) aufwiesen, (2) Sämlinge, die 
eine Integration mindestens eines Markers für die Resistenzgene für Apfelschorf (Rvi2, 
Rvi4), der rosigen Apfelfaltenlaus (Sd1) bzw. der Feuerbrand-QTLs (FB-Mfu, FB-F7) (27; 
31,8%) aufwiesen, (3) Sämlinge, die eine Integration von BpMADS4 und mindestens 
einen untersuchten Marker (37; 43,5%) aufwiesen und (4) Sämlinge, die weder 
BpMADS4 noch einen der untersuchten Marker (12; 14,1%) aufwiesen (Tabellen 8 und 
9). 
In der F1-Nachkommenschaft von M. fusca (37 TSA-Sämlinge) wurde in 13 Sämlingen 
der FB-Mfu-QTL durch ein positives Signal für alle drei Marker nachgewiesen. Fünf 
Sämlinge hatten nur für einen oder zwei der drei untersuchten Marker des FB-Mfu-QTLs 
ein positives Ergebnis. Es ist anzunehmen, dass die Feuerbrandresistenz bei diesen fünf 
Sämlingen höchstwahrscheinlich nicht zu 100% ausgeprägt ist. In der F1-
Nachkommenschaft von 'Regia' (48 TSB-Sämlinge) wurden in 46 Sämlingen positive 
Signale für unterschiedliche Kombinationen der Marker für Rvi2, Rvi4, Sd1, FB-F7 
identifiziert. Die einzelnen Ergebnisse sind der Tabelle A4 zu entnehmen. Tabelle 10 
zeigt eine Liste weiterer transgener F1-Sämlinge mit unterschiedlichen Kombinationen 
der Resistenzgene Rvi2, Rvi4, Sd1 und des FB-F7. Besonders zu erwähnen ist hierbei 
14112/18, der für alle Marker der drei Gene und des QTL positive Signale hatte. Diese 
Sämlinge hatten jedoch geringe oder keine Blütenbildung im Verlauf des Kreuzungs-
programms und wurden dementsprechend nicht weiter charakterisiert. 
Die phänotypische Charakterisierung ergab zwei Gruppen an F1-Sämlingen: frühblühend 
und nicht-frühblühend. Neun der 37 TSA-Nachkommen und 13 der 48 TSB-
Nachkommen blühten im ersten Jahr im Gewächshaus (siehe Tabellen 8 und 9). Dies 
waren ausschließlich Sämlinge mit positiver Integration von BpMADS4. Interessanter-
weise zeigten die restlichen 24 der 46 F1-Sämlinge (TSA und TSB), die eine Integration 
von BpMADS4 allein oder in Kombination mit einem Marker für die eingekreuzten 
Resistenzen aufwiesen, keine Blütenbildung. 
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 Frühe Blüte* 
Keine frühe 
Blüte 
T1189 × M. fusca 6 2 0 1 3  0 6 
T1236 × M. fusca 20 4 3 | 1† 5 | 1† 6  4 16 
T1240 × M. fusca 11 1 0 4 | 3† 3  5 6 
Spaltungsverhältniss  7 3 14 12    
 
* - Transgene Sämlinge blühten im ersten Jahr nach der Keimung. † - Sämlinge, die nicht alle drei Marker des FB-Mfu-QTLs aufwiesen. 










 Frühe Blüte* 
Keine frühe 
Blüte 
T1189 × Regia 6 1 1 4 0  2 4 
T1236 × Regia 27 1 13 13 0  9 18 
T1240 × Regia 4 0 3 1 0  0 4 
T915 × Regia 11 0 6 5 0  2 9 
Spaltungsverhältniss  2 23 23 0    
 
* - Transgene Sämlinge blühten im ersten Jahr nach der Keimung. 




Tabelle 10 Liste transgener F1-Sämlinge mit züchterisch interessanter Pyramidisierung 
von Genen und QTLs für Resistenzen gegenüber Apfelschorf, Feuerbrand und der rosigen 
Apfelfaltenlaus 
Sämling Kreuzung 
Genotyp  Phänotyp 
BpMADS4 FB-F7 Rvi2 Rvi4 Sd1 
 Frühe 
Blüte* 
14112/04 T1236 × Regia x - x x x  ja 
14112/05 T1236 × Regia x x x x -  ja 
14112/12 T1236 × Regia x - x x x  nein 
14112/16 T1236 × Regia x x x x -  nein 
14112/18 T1236 × Regia x x x x x  nein 
14114/03 T1189 × Regia x - x x x  nein 
14116/01 T1240 × Regia x - x x -  nein 
 
* - Transgene Sämlinge blühten im ersten Jahr nach der Keimung. 
 
Die transgenen Sprosse bildeten wie die entsprechenden T-Linien größtenteils solitäre 
Blüten und einige Dolden aus bis zu fünf Blüten (Abbildung 11). Eine weiterführende 
Bonitur der Blütenentwicklung bei F1-Sämlingen entfiel aufgrund der Beendigung dieser 
Arbeit. Bei den transgenen F1-Sämlingen war wie bei den 35S::BpMADS4-
Mutterpflanzen ein gestauchtes vegetatives Sprosswachstum zu beobachten (Abbildung 
11b). Im Gegensatz zeigten nicht-transgene F1-Sämlinge einen aufrechten, nicht 
gestauchten Wuchs. 
An acht frühblühenden F1-Sämlingen, die BpMADS4 in Kombination mit mindestens 
einem Resistenzgen gegenüber Apfelschorf, Feuerbrand oder der rosigen Apfel-
faltenlaus enthielten, wurden Blütenmorphologie, -fertilität und Fruchtausbildung 
charakterisiert. Diese Sämlinge bildeten von allen 85 F1-Sämlingen permanent Blüten im 
Beobachtungszeitraum unter Gewächshausbedingungen. Einige F1-Sämlinge bildeten 
wie die 35S::BpMADS4-Linien Blüten mit Petalen, welche mit Antheren 
zusammengewachsen waren (Abbildung 11a) oder Blüten ohne Styli. 22,4% der Blüten 
zeigten diese Anomalien (Tabelle 11). Die Anzahl an Antheren der F1-Sämlinge von 
T1236 war nicht signifikant unterschiedlich zu T1236 (Kruskal-Wallis-Tests, P < 0,5; 
Tabelle 11). Nur Blüten von 14111/10 unterschieden sich signifikant in der Antheren-
Anzahl zu den anderen T1236-F1-Sämlingen. Die Anzahl an Antheren der F1-Sämlinge 
von T1189 war im Vergleich zu ihren 35S::BpMADS4-Mutterpflanzen signifikant erhöht, 
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für einen der T1240-F1-Sämlinge signifikant erniedrigt. In der Anzahl an Styli pro Blüte 
unterschieden sich die F1-Sämlinge von T1189, T1236 (außer 14112/06) und T1240 
signifikant von ihren 35S::BpMADS4-Mutterpflanzen (Kruskal-Wallis-Tests, P < 0,5; 
Tabelle 11). Weiterhin waren signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen F1-
Sämlingen von T1240 und T1236 zu bonitieren. 
 
 
Abbildung 11 Phänotypische Charakterisierung des frühblühenden 35S::BpMADS4-
Sämlings 14115/5 im Gewächshaus. (a) Im ersten Jahr nach der Aussaat bildete der Sämling 
hauptsächlich solitäre Blüten. Einige Blüten hatten Petalen, welche mit Antheren 
zusammengewachsen waren. Die Staubbeutel wurden für die Bestäubung entfernt. (b) Der 
Sämling zeigte einen gestauchten, überhängenden Habitus. (c) Die Kreuzung mit 'Golden 
Delicious' ergab Früchte mit einer Anzahl von drei bis elf Samen pro Frucht. 
 
Die Pollenviabilität transgener Blüten der frühblühenden F1-Sämlinge variierte zwischen 
47,4% bis 95,0% und entsprach somit den jeweiligen Mutter-T-Linien (52,2% bis 77,8 
%) (Tabelle 11). Einzig die Viabilität der Pollen des F1-Sämlings 14114/06 war 
gegenüber T1189 signifikant reduziert (LSD post-hoc-Test: P = 0,043). Hingegen gab es 
für die Pollenfertilität der frühblühenden F1-Sämlinge signifikante Unterschiede zu den 
entsprechenden 35S::BpMADS4-Linien (Tabelle 11). Beispielsweise waren die Fertilität 
der Pollen von 14114/06 gegenüber T1189, 14112/09 gegenüber T1236 und 14115/02 
gegenüber T1240 signifikant erhöht (LSD post-hoc-Test: P < 0,05). 
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Blüten (Anzahl)  Pollenfunktionalität (%) 
Bonitiert | 
Deformiert 
Styli Antheren  Viabilität Fertilität 
T1236 - - 20 | 6 4,9 ± 0,2 a  15,1 ± 0,5 ac  77,8 ± 5,1 a 27,5 ± 9,3 a 
14111/10 T1236 × M. fusca FB-Mfu 8 | 5 3,4 ± 0,4 b 13,0 ± 1,3 ab  71,4 ± 21,4 a 56,8 ± 4,2 a 
14112/06 T1236 × Regia FB-F7, Rvi4 14 | 2 4,1 ± 0,3 acd 13,4 ± 1,0 bc  73,0 ± 10,8 a 66,6 ± 32,3 ab 
14112/08 T1236 × Regia FB-F7, Rvi4 15 | 2 3,7 ± 0,4 c 16,2 ± 0,6 c  73,4 ± 1,7 a 56,0 ± 0,8 a 
14112/09 T1236 × Regia FB-F7, Rvi2 4 | 0 1,5 ± 0,7 d 17,0 ± 1,1 c  64,1 ± 14,1 a 89,5 ± 0,1 b 
14112/11 T1236 × Regia FB-F7, Rvi4 8 | 0 3,3 ± 0,4 cd 16,5 ± 2,7 c  95,0 ± 20,0 a 68,2 ± 21,6 ab 
T1189 - - 20 | 8 3,6 ± 0,5 a 14,4 ± 0,7 a  74,3 ± 5,1 a 27,5 ± 11,1 a 
14114/06 T1189 × Regia Rvi4, Sd1 3 | 1 2,7 ± 1,8 b 16,0 ± 2,7 b  47,4 ± 10,6 b 92,5 ± 6,0 b 
T1240 - - 20 | 9 3,9 ± 0,4 a 16,9 ± 0,7 a  52,2 ± 5,4 a 22,1 ± 9,1 a 
14115/02 T1240 × M. fusca FB-Mfu 7 | 2 4,3 ± 0,3 b 14,9 ± 1,2 b  75,5 ± 7,2 a 72,0 ± 2,8 b 
14115/05 T1240 × M. fusca FB-Mfu 9 | 2 4,0 ± 0,2 c 16,9 ± 1,1 ab  54,4 ± 5,1 a 51,8 ± 46,2 a 
 
Angabe der Daten als Mittelwert ± Standardfehler. 
Sämlinge sind zu ihrer jeweiligen transgenen Mutter-T-Linie gruppiert. 




3.2.2 Molekulargenetische Charakterisierung ausgewählter BC1-Sämlinge 
Im Jahr 2014 wurden mit den acht phänotypisch charakterisierten, frühblühenden F1-
Sämlingen (Kapitel 3.2.1), Kreuzungen mit der Apfelsorte 'Golden Delicious' 
durchgeführt. Aus 29 bestäubten Blüten entstanden 17 BC1-Sämlinge (TSC) mit einem 
Fruchtansatz von 0% bis 83,3% (Tabelle 12). Höchste Fruchtansatzraten (>35%) 
wurden für sechs der acht Sämlinge erzielt. Die Früchte hatten eine Anzahl von drei 
bis elf Samen (Abbildung 11c). Molekulargenetische Untersuchungen zeigten eine 
Aufspaltung der Nachkommenschaft (17 TSC-Sämlinge) in vier verschiedene Klassen 
von Genotypen: (1) Sämlinge, die eine Integration von BpMADS4 (1; 5,9%) aufwiesen, 
(2) Sämlinge, die eine Integration mindestens eines Markers für die Resistenzgene für 
Apfelschorf (Rvi2, Rvi4), der rosigen Apfelfaltenlaus (Sd1) bzw. der Feuerbrand-QTLs 
(FB-Mfu, FB-F7) (9; 52,9%) aufwiesen, (3) Sämlinge, die eine Integration von 
BpMADS4 und mindestens eines untersuchten Markers (6; 35,3%) aufwiesen und (4) 
Sämlinge, die weder BpMADS4 noch einen der untersuchten Marker (1; 5,9%) 
aufwiesen (Tabelle 13). Entsprechend der Ergebnisse der F1-Sämlinge zeigten acht 
BC1-Sämlinge nicht für alle drei Marker für den FB-Mfu-QTL positive Signale (Tabelle 
14). Details der molekulargenetischen Charakterisierung der BC1-Sämlinge sind in 
Tabelle 14 dargestellt. 
Eine Bonitur der Blütenentwicklung bei BC1-Sämlingen entfiel aufgrund der 






















14111/10 T1236 × M. fusca FB-Mfu  4 50,0 0 n.b. n.b. 
14112/06 T1236 × Regia FB-F7, Rvi4  2 83,3 2 18 5 
14112/08 T1236 × Regia FB-F7, Rvi4  5 60,0 1 9 2 
14112/09 T1236 × Regia FB-F7, Rvi2  2 50,0 0 n.b. n.b. 
14112/11 T1236 × Regia FB-F7, Rvi4  2 50,0 0 n.b. n.b. 
14114/06 T1189 × Regia Rvi4, Sd1  1 0,0 0 n.b. n.b. 
14115/02 T1240 × M. fusca FB-Mfu  6 66,7 4 10 8 
14115/05 T1240 × M. fusca FB-Mfu  7 28,6 2 3 2 
 




Tabelle 13 Molekulargenetische Charakterisierung der TSC-Nachkommen aus Kreuzungen im Jahr 2014 
Kreuzung Anzahl 
Klassen von Genotypen 
BpMADS4 R-Gen* 
BpMADS4 
+ R-Gen*  
Kein BpMADS4 
Kein R-Gen 
14112/06 × Golden Delicious 5 0 2 3 0 
14112/08 × Golden Delicious 2 0 0 2 0 
14115/02 × Golden Delicious 8 1 6† 1† 0 
14115/05 × Golden Delicious 2 0 1† 0 1 
Spaltenverhältnis  1 9 6 1 
 
* - Positiver Nachweis unterschiedlicher Kombinationen der Marker für die QTLs FB-Mfu, FB-F7 und die Resistenzgene Rvi2, Rvi4 und Sd1 (R-Gen). 




Tabelle 14 Vererbung der Resistenzgene für Apfelschorf, der rosigen Apfelfaltenlaus und 
der Feuerbrand-QTLs in TSC-Nachkommen aus Kreuzungen in 2014 
Genotyp Kreuzung 
Feuerbrand  Apfelschorf  Apfelfaltenlaus 
FB-Mfu FB-F7  Rvi2 Rvi4  Sd1 
15133/01 14112/06 × GD  x      
15133/02 14112/06 × GD  x     x 
15133/03 14112/06 × GD       x 
15133/04 14112/06 × GD  x     x 
15133/05 14112/06 × GD  x      
15134/01 14112/08 × GD  x     x 
15134/02 14112/08 × GD  x     x 
15129/01 14115/02 × GD Mfuc       
15129/02 14115/02 × GD Mfua,b       
15129/03 14115/02 × GD        
15129/04 14115/02 × GD Mfua       
15129/05 14115/02 × GD Mfua       
15129/06 14115/02 × GD Mfua,b       
15129/07 14115/02 × GD Mfua       
15129/08 14115/02 × GD Mfuc       
15130/01 14115/05 × GD        
15130/02 14115/05 × GD Mfua       
 
GD - Golden Delicious. 
Positives Signal für Mfua - Marker FR149B; Mfub - Marker FRM4; Mfuc - Marker CH03d11 
(siehe Tabelle A2). 
 
3.3 Hitzeinduziertes Silcencing der Blührepressoren MdTFL1-1 und 
MdTFL1-2 in Apfel 
3.3.1 Molekulargenetische Charakterisierung der HSP::MdTFL1-1-Linien 
Für eine temporäre Induktion einer frühen Blüte in Apfel wurden hitzeinduzierbare 
HSP::MdTFL1-Linien der Sorten 'Pinova' und 'Gala' generiert. Die Selektion der T-Linien 
erfolgte analog der 35S::BpMADS4-Linien. Die Southern Hybridisierung mit einer nptII-
spezifischen Sonde und die Standard-PCRs auf die Transgene HSP::MdTFL1-1, nptII 
und VirG sind in Abbildung 12 dargestellt. Mit einer Transformationseffizienz von 0,08% 
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bis 0,13% wurden insgesamt fünf transgene HSP::MdTFL1-1-Linien erzeugt (Tabelle 
15). Die Southern Hybridisierung identifizierte je eine T-Linie mit einer einzigen T-DNA-
Insertion (single copy) sowie mit zwei T-DNA-Insertionen pro Malus-Genotyp. Einzig die 
T-Linie T973 von 'Pinova' wies eine dreifache T-DNA-Insertion auf (Abbildung 12a). 
 
 
Abbildung 12 Molekulargenetische Charakterisierung transgener HSP::MdTFL1-1-Linien.  
(a) Southern Hybridisierung zur Bestimmung der Anzahl an T-DNA-Insertionen im Genom 
der T-Linien. Genomische DNA wurde mit BamHI verdaut und anschließend mit einer nptII-
spezifischen Sonde hybridisiert. M - DNA Molecular Weight Marker VII (Roche Deutschland 
Holding GmbH). (b) Standard-PCRs zur Validierung der positiven Integration transgener 
DNA-Sequenzen. Die Transgene HSP::MdTFL1-1 (347 bp) und nptII (760 bp) konnten in 
allen T-Linien nachgewiesen werden. A. tumefaciens-Kontaminationen wurden mit Hilfe einer 
PCR auf das Plasmid-codiertes Virulenzgen virG ausgeschlossen (620 bp). Es sind jeweils 
nur Ausschnitte der PCR-Ergebnisse aus Weigl et al. (2015b) dargestellt. HSP::MdTFL1-1-
Linien von 'Pinova': T967, T973 und T985, HSP::MdTFL1-1-Linien von 'Gala': T976 und T987. 
M - Größenmarker (GeneRulerTM 100 bp Plus; Thermo Scientific); Plasmid - Transformierter 
Vektor 620p9U10-HSP::MdTFL1-1-HSP als Positivkontrolle; Blank - Wasser als Negativ-
kontrolle. 
 
Tabelle 15 Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation verschiedener Malus-
Genotypen zur Erzeugung hitzeinduzierbarer HSP::MdTFL1-1-Linien 
Genotyp Projekt 




 Gesamt Analysiert 
Pinova Diese Arbeit p9U10 0,08  3 T967, T973, T985 




3.3.2 Temporäre Aktivierung des Gmhsp17.5-E-Promotors durch Hitzeschock-
Behandlungen 
Der Nachweis der Aktivierung des Gmhsp17.5-E-Promotors in den HSP::MdTFL1-1-
Linien erfolgte mittels qRT-PCR-Analysen vor und nach einmaliger Hitzeschock-
Behandlung bei 42°C für 2 h bzw. 1 h (Abbildung 13). Vor der Hitzeschock-Behandlung 
(0 h) war der Gmhsp17.5-E-Promotor inaktiv. Es war keine Transkription in den 
verschiedenen Geweben der HSP::MdTFL1-1-Linien nachweisbar. Ein einmaliger 
Hitzeschock induzierte eine starke Erhöhung der HSP::MdTFL1-1-Transkription. 
Abbildung 13 zeigt zum Zeitpunkt 2 h in den untersuchten Geweben der T-Linien einen 




Abbildung 13 Hitzeschock-Induktion des Gmhsp17.5-E-Promotors in verschiedenen 
Geweben der HSP::MdTFL1-1-Linien. qRT-PCR-Analyse der Transkription des 
HSP::MdTFL1-1-Konstrukts in Blättern (a) und SAM-umgebenden Gewebe (b) von in vitro-
Pflanzen sowie Blättern von mikroveredelten Gewächshauspflanzen (c). Die Transkriptlevel 
wurden vor und nach einmaligem Hitzeschock für 2 h bzw. 1 h bei 42°C gemessen. Die Dauer 
der Hitzeschock-Behandlung ist durch grüne Balken markiert. Normalisierung der 
Transkriptlevel gegen das des Referenzgens EF1ɑ. Die Graphen zeigen das mittlere relative 
Transkriptlevel ± Standardabweichung. 
 
Interessanterweise bewirkte eine 1 h-ige Verlängerung der Hitzeschock-Behandlung 10-
fach höhere Transkriptlevel des Gmhsp17.5-E-Promotors in den in vitro- im Vergleich zu 
Gewächshauspflanzen. Nichtsdestotrotz sanken die HSP::MdTFL1-1-Transkriptlevel 
bereits kurz nach Beendigung des Hitzeschocks in allen T-Linien stark. Nach 4 h bzw. 
24 h war keine Aktivität des Promotors in Gewächshaus- sowie in vitro-Pflanzen 
detektierbar (Abbildung 13). In allen untersuchten Proben der nicht-transgenen 
Kontrollpflanzen war keine Transkription des Gmhsp17.5-E-Promotors nachweisbar. 
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3.3.3 Temporäres Silencing von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 in Apfel 
Die Induktion eines temporären RNAi-Silencings der MdTFL1-Gene MdTFL1-1 und 
MdTFL1-2 in Apfel wurde mittels qRT-PCRs untersucht. In Blättern und SAM-
umgebenden Gewebe der T-Linien sowie der nicht-transgenen Kontrollen wurden vor 
den Hitzeschock-Behandlungen (0 h) MdTFL1-1-Transkriptlevel detektiert (Abbildung 
14). Die Transkription von MdTFL1-2 war bei 0 h nur im SAM-umgebenden Gewebe 
nachweisbar. Dabei waren in diesem Gewebe die MdTFL1-2-Transkriptlevel bis zu 6-
mal höher als die von MdTFL1-1 (Abbildung 14b). Interessanterweise zeigte 'Pinova' 
eine 3- bis 14-fach höhere MdTFL1-1-Transkription in Blättern und eine 3- bis 9-fach 
höhere MdTFL1-2-Transkription im SAM-umgebenden Gewebe als ihre T-Linien T967, 
T973 und T985. 
Eine einmalige Temperaturerhöhung auf 42°C für 2 h (in vitro-Pflanzen) bzw. 1 h 
(Gewächshauspflanzen) induzierte eine drastische Reduktion der Transkription beider 
MdTFL1-Gene - sowohl in den T-Linien als auch in deren nicht-transgenen Kontrollen 
(Abbildung 14). Das Silencing der MdTFL1-1-Transkription mittels Hitzeschock wurde 
drastisch in Blättern von in vitro-, ausgenommen T985, und Gewächshauspflanzen 
induziert. Nur ein marginales Silencing von MdTFL1-1 war im SAM-umgebenden 
Gewebe aller Genotypen detektierbar. Dies begründet sich höchstwahrscheinlich auf die 
niedrigeren Ausgangslevel der MdTFL1-1-Transkripte. Im Gegensatz wurden die 
Transkriptlevel von MdTFL1-2 der T-Linien und deren Kontrollen durch die Hitzeschock-
Behandlung stark reduziert (Abbildung 14b). Einzig T967 hatte bei 0 h niedrigere 
Transkriptlevel von MdTFL1-2 als von MdTFL1-1 und zeigte demnach nur eine 
geringfügige Reduktion der MdTFL1-2-Expression nach 2 h-igem Hitzeschock. 
Folgend einmaliger Hitzeschock-Behandlung waren die Transkriptlevel beider MdTFL1-
Gene in allen T-Linien und deren Kontrollpflanzen für 24 h erniedrigt (Abbildung 14). 
Dennoch war diese Reduktion nur temporär und nach 48 h bis 72 h wieder aufgehoben 
(Abbildungen siehe Weigl et al. (2015b)). Dabei fällt auf, dass die finalen Transkriptlevel 
von MdTFL1-1 in in vitro-Blättern zum Teil höher waren als die Ausgangslevel (T967, 
T976, T985, 'Gala'). Die Ergebnisse entsprechen denen von T976 und ihrer Kontrolle 




Abbildung 14 Der Effekt einmaliger Hitzeschock-Behandlung auf die Transkription von 
MdTFL1-1 und MdTFL1-2 in HSP::MdTFL1-1-Linien. qRT-PCR-Analyse der Transkription 
von MdTFL1-1 (durchgehende Linie) und MdTFL1-2 (gestrichelte Linie). Die Transkriptlevel 
wurden in Blättern (a) und SAM-umgebenden Gewebe (b) von in vitro-Pflanzen und Blättern 
von mikroveredelten Gewächshauspflanzen (c) vor und nach einmaligem Hitzeschock für 2 h 
bzw. 1 h bei 42°C bestimmt. Die Dauer der Hitzeschock-Behandlung ist durch grüne Balken 
markiert. Normalisierung der Transkriptlevel gegen das des Referenzgens EF1ɑ. Die 
Graphen zeigen das mittlere relative Transkriptlevel ± Standardabweichung. Die T-Linien sind 
zu ihren jeweiligen nicht-transgenen Kontrollen gruppiert.  
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Zusätzlich wurde der Effekt des Silencings von MdTFL1 auf die endogene Transkription 
von MdFT1 in Blättern nach einmaliger Hitzeschock-Behandlung mittels qRT-PCRs 
untersucht. Die Transkriptlevel von MdFT1 waren vor dem Hitzeschock (0 h) in in vitro-
Blättern aller T-Linien sowie deren nicht-transgenen Kontrollen erniedrigt (Abbildung 15). 
Ein 2 h-iger Hitzeschock bei 42°C hatte keinen Einfluss auf die MdFT1-Transkription, 
deren Level weiterhin gleich blieben. Innerhalb 24 h nach der Hitzeschock-Behandlung 
war ausschließlich bei 'Gala' eine Erhöhung der MdFT1-Expression zu festzustellen 
(Abbildung 15b). Generell spiegelte sich das hitzeinduzierte-Silencing von MdTFL1, dem 
Antagonist von MdFT1, nicht in einer Änderung der MdFT1-Transkription wieder. 
 
 
Abbildung 15 Der Effekt einmaliger Hitzeschock-Behandlung auf die Transkription von 
MdFT1 in HSP::MdTFL1-1-Linien. qRT-PCR-Analyse der Transkription von MdFT1 in 
Blättern von in vitro-Pflanzen. (a) T-Linien von 'Pinova'. (b) T-Linien von 'Gala'. Die 
Transkriptlevel wurden vor und nach einmaligem 2 h-igem Hitzeschock bei 42°C bestimmt. 
Die Dauer der Hitzeschock-Behandlung ist durch grüne Balken markiert. Normalisierung der 
Transkriptlevel gegen das des Referenzgens EF1ɑ. Die Graphen zeigen das mittlere relative 
Transkriptlevel ± Standardabweichung. Die T-Linien sind zu ihren jeweiligen nicht-transgenen 
Kontrollen gruppiert. 
 
Aufgrund des temporären Silencings beider MdTFL1-Gene in den T-Linien erfolgte eine 
Langzeit-Hitzeschock-Behandlung über eine Zeitspanne von 28 d mit einer täglichen 
Temperaturerhöhung auf 42°C für 2 h bzw. 1 h. Nach 28 d multipler Hitzeschock-
Behandlungen (29 d) waren die Transkriptlevel in in vitro-Blättern der T-Linien 1,5- bis 
3-fach niedriger als nach 1 d (Abbildung 16). Dennoch war dieselbe Reduktion der 





Abbildung 16 Der Effekt multipler Hitzeschock- 
Behandlungen auf die MdTFL1-1-Transkription 
in in vitro-Sprossen der HSP::MdTFL1-1-Linien. 
qRT-PCR-Analyse der Transkription von 
MdTFL1-1 in Blättern von in vitro-Pflanzen vor 
und nach 28-tägigen wiederholten Hitzeschock-
Behandlungen für 2 h bei 42°C. Der Zeitpunkt 
der Hitzeschock- Behandlungen ist durch grüne 
Balken markiert. Normalisierung der 
Transkriptlevel gegen das des Referenzgens 
EF1ɑ. Die Graphen zeigen das mittlere relative 
Transkriptlevel ± Standardabweichung. Die T-
Linien sind zu ihren jeweiligen nicht-transgenen 
Kontrollen gruppiert. 
 
3.3.4 Vergleichende Analysen cis-regulatorischer thermoinduktiver Elemente in 
den Promotoren von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 
Mittels in silico-Analysen wurden je zwei putative HSEs in den Promotoren der beiden 
MdTFL1-Gene von Malus identifiziert (Tabelle 16). Diese zeigten eine 70-80%ige 
Homologie zur HSE-Consensus-Sequenz von Drosophila (Pelham und Bienz, 1982). 
 





Position Homologie‡ (%) 
Drosophila* Consensus-Sequenz CT-GAA--TTC-AG   
Malus MdTFL1-1 CTTGAAAACACTA- -176 80 
  CTGGAAC-CTCGAA -820 80 
 MdTFL1-2 CTAGAGATCTAAAG -108 70 
  CTTAAGAATTCCA- -412 80 
 
* - Daten aus Pelham und Bienz (1982). 
† - Identische Nukleotide sind unterstrichen. 
‡ - Homologie zur HSE-Consensus-Sequenz von Drosophila.  
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Zusätzlich wurden in den HSE-flankierenden Sequenzen von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 
TATA-Box- und CCAAT-Box-Motive ermittelt. Die Promotorsequenz von MdTFL1-1 wies 
ein TATA-Box-Motiv (Position -165) und zwei CCAAT-Boxen (Position -675 und -897) 
auf. Bei MdTFL1-2 waren zwei TATA-Boxen (Position -65 und -559) und ein CCAAT-
Box-Motiv (Position -986) vor den HSEs gelagert. 
3.3.5 Der Effekt des Hitzeschock-gesteuerten Silencings beider MdTFL1-Gene 
auf den Habitus der HSP::MdTFL1-1-Linien? 
30 d nach einer 28-tägigen Hitzeschock-Behandlung bei 42°C für täglich 2 h bzw. 1 h 
wurde keine starke Deformation des vegetativen Wuchses sowie keine Bildung einer 
frühen Blüte an den HSP::MdTFL1-1-Linien beobachtet (Abbildung 17a; Tabelle 17). 
Weder Sprosse der Gewächshaus- noch der in vitro-Pflanzen, welche täglich 1 h länger 
Hitzeschock-behandelt wurden, bildeten Blüten aus. Die Kontrollpflanzen zeigten 
ebenfalls keine frühe Blüte. Die T-Linie T967, welche als Erstes generiert wurde, und 
ihre Kontrolle 'Pinova' wurden mehrfach mikroveredelt und wiederholt 28-tägigen 
Hitzeschock-Behandlungen ausgesetzt. Dennoch war keine Blütenentwicklung an 
transgenen sowie nicht-transgenen Pflanzen zu bonitieren. 
 
 
Abbildung 17 Multiple Hitzeschock-Behandlungen bewirkten eine kurzfristige Verkürzung 
der Internodien und das Auftreten deformierter Blätter bei HSP::MdTFL1-1-Linien. (a) 
Vergleich des Habitus 28 Tage nach multiplen Hitzeschock-Induktionen bei 42°C für 1 h von 
mikroveredelten Sprossen der nicht-transgenen Kontrolle 'Pinova' und ihren T-Linien. 
Kurzzeitige Stauung der ersten acht Internodien (b) und Ausbildung deformierter Blätter (c-d) 
an Sprossen der T-Linie T967 im Vergleich zu 'Pinova'. 
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Dennoch waren bei den T-Linien marginale Unterschiede im Habitus im Vergleich zu 
ihren nicht-transgegen Kontrollen unter Gewächshausbedingungen zu bonitieren 
(Tabelle 17). Im Vergleich zu den nicht-transgenen Genotypen 'Pinova' und 'Gala' war 
eine kurzzeitige Wachstumsstauchung bei den T-Linien zu beobachten. Diese 
Stauchung führte zu einer Verkürzung der ersten acht Internodien, war jedoch weder 
signifikant noch permanent (Abbildung 17b, Tabelle 17). Ab der neunten Nodie war 
dieser Unterschied an transgenen verglichen mit nicht-transgenen Sprossen nicht mehr 
bonitierbar. 
 
Tabelle 17 Phänotypische Charakterisierung Hitzeschock-induzierter HSP::MdTFL1-1-
Linien im Vergleich zu deren nicht-transformierten Kontrollen 
Genotyp Anzahl 
Bäume 





 Länge : Breite 
Pinova 10 11,6 ± 1,8 a 11,4 ± 0,8 a 1,0 ± 0,1 a  1,58 ± 0,03 a 
T967 14 16,8 ± 1,1 b 15,1 ± 0,6 b 1,3 ± 0,2 b  1,51 ± 0,02 a 
T973 15 15,1 ±1,4 ab 13,1 ± 0,5 a 1,2 ± 0,2 ab  1,49 ± 0,02 a 
T985 15 12,3 ± 1,4 a 13,6 ± 0,5 b 1,0 ± 0,3 a  1,50 ± 0,02 a 
Gala 9 23,7 ± 2,3 a 16,2 ± 0,7 a 1,4 ± 0,1 a  1,92 ± 0,03 a 
T976 15 21,9 ± 1,9 a 16,6 ± 0,8 a 1,4 ± 0,1 a  1,83 ± 0,02 b 
T987 13 18,8 ± 1,0 b 14,9 ± 0,5 a 13 ± 0,1 a  1,92 ± 0,03 a 
 
Angabe der Daten als Mittelwert ± Standardfehler. 
T-Linien sind zu ihren jeweiligen nicht-transgenen Kontrollen gruppiert. 
Statistische Analyse der Merkmale der T-Linien und ihrer nicht-transgenen Kontrollen mittels 
LSD post-hoc- oder Kruskal-Wallis-Tests (P < 0,05). 
 
Weiterhin waren weder die Länge noch die Nodienanzahl der während der Hitzeschock-
Behandlung gewachsenen Sprosse der T-Linien signifikant verändert verglichen mit 
denen der Kontrollpflanzen (LSD post-hoc-Tests: P > 0,05). Einzig für T-Linie T967 
wurden signifikante Unterschiede in den untersuchten Merkmalen analysiert. 
Interessanterweise zeigten die transgenen Sprosse im Gegensatz zu den nicht-
transgenen eine deformierte Blattmorphologie. Für die HSP::MdTFL1-1-Linien, 
ausgenommen T987, wurde eine Änderung der Blattmorphologie nach der Hitzeschock-
Behandlung bonitiert. Generell waren die Blätter der T-Linien runder und/oder kürzer als 
die der Kontrollpflanzen (Tabelle 17, Abbildungen 17c-d). Nur die Deformation der Blätter 
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von T976 zeigte ein signifikant geringeres Verhältnis von Länge zu Breite im Vergleich 
zu ihrer Kontrolle 'Gala' (Kruskal-Wallis-Test, Χ = 622,48, P < 0,05). Ausgehend von 
diesen Ergebnissen lässt sich kein generell signifikanter Effekt der Hitzeschock-
Induktion des HSP-MdTFL1-1-Konstrukts auf den Habitus und die Blattmorphologie der 






4.1 Konstitutive Überexpression von BpMADS4 in Apfel 
Die Züchtungseffektivität von Apfel ist abhängig von dessen Juvenilität. Verschiedene 
transgene Ansätze waren sehr effektiv im Brechen der juvenilen Phase von 
Apfelsämlingen (u.a. Flachowsky et al., 2007, 2011, 2012; Yamagishi et al., 2011, 2014). 
Das Rapid Cycle Breeding System von Flachowsky et al. (2011) ist gegenwärtig die 
effektivste Strategie, um innerhalb kürzester Zeit interessante Merkmale wie 
beispielsweise Resistenzen aus Apfelwildarten in Elitesorten einzukreuzen. Dabei stützt 
sich das derzeitige System auf T1190, eine frühblühende 35S::BpMADS4-Linie von 
'PNS', als Modellpflanze. Basierend auf dem derzeitigen Rapid Cycle Breeding System 
stand dessen Verbesserung im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Ziel des ersten 
Themenschwerpunktes der vorliegenden Arbeit war die Erweiterung des Spektrums an 
frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien, welche sich in der Apfelsorte und in der T-DNA-
Insertionsstelle von T1190 unterschieden. 
4.1.1 Erweiterung des Spektrums an frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien 
BpMADS4 konnte erfolgreich in den am Markt etablierten Sorten 'Gala Mitchgla' und 
'Santana' unter der Kontrolle des konstitutiven Promotors CaMV35S überexprimiert 
werden. Die untersuchten zwei single copy 35S::BpMADS4-Linien von 'Gala Mitchgla' 
und 'Santana' sowie neun weitere T-Linien von 'PNS', 'Pinova' und 'Gala' blühten in vitro 
nach wenigen Wochen, unter Gewächshausbedingungen innerhalb weniger Monate. 
Gerade MADS-box-Gene zeigten sich als sehr effektiv im Brechen des juvenilen Status 
von Apfelsämlingen (siehe Tabelle 18). Besonders zielführend war dabei die Über-
expression von BpMADS4 in Apfel ('PNS') unter der Kontrolle des konstitutiven 
CaMV35S-Promotors (Flachowsky et al., 2007). Die juvenile Phase der T-Linien von 
Flachowsky et al. (2007) konnte von mehreren Jahren auf einige Wochen reduziert 
werden. Für den Großteil der neun T-Linien dieser Arbeit waren signifikante 
Unterschiede in der Blütenmorphologie und Pollenfunktionalität im Vergleich zu ihren 
nicht-transgenen Kontrollen zu bonitieren. Phylogenetisch korrelieren MADS-Box-Gene 
eng mit der Evolution pflanzlicher Fortpflanzungsorgane wie beispielsweise Ovula und 
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Blüten (Theissen et al., 2000). Daher ist davon auszugehen, dass Expressions-
änderungen wie eine BpMADS4-Überexpression einen wesentlichen Einfluss auf die 
pflanzliche Reproduktion haben. In single copy T-Linien ließ sich jedoch kein 
Zusammenhang zwischen BpMADS4-Überexpression und dem Auftreten von Blüten-
organanomalien bestätigen. Dennoch lassen die Ergebnisse annehmen, dass multiple 
BpMADS4-Insertionen aufgrund eines additiven Effekts die Induktion einer frühen Blüte 
in Apfel inhibieren (Tabelle A3). Flachowsky et al. (2007) bonitierten Blüten an Sprossen 
der 35S::BpMADS4-Linien, die eine geringere Anzahl an Styli und deformierten 
Antheren zeigten. Diese marginale Anomalien in der Blütenorganentwicklung zeigten 
jedoch keinen generellen Einfluss auf die Fertilität (Flachowsky et al., 2011). Im 
Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit entsprach die Pollenfunktionalität der 
35S::BpMADS4-Linien von Flachowsky et al. (2007) deren der nicht-transgenen 
Kontrollpflanzen. Einzig zu T1190 vergleichbare Ergebnisse zeigten die T-Linien T1189, 
T1236 und T915. 
Die durch konstitutive BpMADS4-Überexpression induzierte permanente Blütenbildung 
führte zu einer starken Deformation des Habitus. Transgene Gewächshauspflanzen 
zeigten einen schlanken Phänotyp mit solitären Blüten, stark gestauchtem Wuchs und 
starker Verzweigung. Flachowsky et al. (2007) und Weigl et al. (2015a) berichteten über 
eine Reduktion der Wuchshöhe um bis zu 30 cm bzw. 40 cm bei 35S::BpMADS4-Linien 
im Vergleich zu nicht-transgenen Kontrollpflanzen. Das Fehlen des aufrechten Wuchses 
bei Sämlingen von T1190 beeinträchtigte stark die Bonitur von Triebnekrosen in 
Resistenzstudien mit dem Feuerbranderreger E. amylovora (Le Roux et al., 2012). Die 
konstitutive Überexpression von MdFT1 (Tränkner et al., 2010) als auch das Silencing 
von MdTFL1-1 in Apfel (Flachowsky et al., 2012) bewirkten zur BpMADS4-Über-
expression vergleichbare Habitusdeformationen. Elo et al. (2001) zeigten, dass die 
ektopische Expression von BpMADS4 in Tabak zu schlankeren und flexibleren Sprossen 
mit verlängerten Internodien führte, aber ohne Auswirkungen auf Blütenmorphologie und 
-fertilität war. Die ALSV-vermittelte ektopische Expression von FT bzw. mit 
gleichzeitigem Silencing von MdTFL1-1 reduzierte die Juvenilität von Apfelsämlingen auf 
wenige Monate, ohne Deformation des Habitus oder der Blüten (Yamagishi et al., 2011, 
2014). Aber weder mittels MdFT1- noch MdFT1/MdTFL1-1- noch MdFT2/MdTFL1-1-
ALSV-Infektionen konnte eine frühe Blüte in Apfel induziert werden (Yamagishi et al., 
2011, 2014; siehe Tabelle 18). Die Anwendung der ALSV-Technik ist jedoch in Europa 
fraglich. Der ALSV ist in Europa nicht heimisch. Die Einstufung des ALSV als 
Quarantäneschädling erlaubt nur den Einsatz im Gewächshaus mit Sicherheitsstufe. 
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Zusätzlich erfordert die Übertragung des ALSV durch Samen sowie Pollen (Nakamura 
et al., 2011) ein aufwendiges Screening der Nachkommenschaft auf artfremde 
Sequenzen entsprechend des Europäischen Gentechnikgesetzes (Wenzel et al., 
2013a). Das Screening der Nachkommen auf Virusfreiheit ist zeit- und 
kostenaufwendiger als auf Transgenfreiheit wie im derzeitigen Rapid Cycle Breeding 
Programm (Weigl et al., 2015a). Diese Problematik und etliche Patentanmeldungen (Nr.: 
JP20120090053, US20120090053, JP2009-31647) könnten die Anwendung der ALSV-
Technik in kommerziellen Züchtungsprogrammen behindern (Wenzel et al., 2013a). 
Die Manipulation der Transkription von Blühgenen in Apfel, welche homolog zu 
Arabidopsis sind, bietet einen weiteren Ansatz, das Spektrum frühblühender T-Linien für 
das Rapid Cycle Breeding zu erweitern. Leider hatten aufgrund schwieriger Übertragung 
gentechnischer Studien an einjährigen Modellpflanzen wie Arabidopsis auf mehrjährige 
Pflanzen wie Apfel (Hummer und Janick, 2009) bisher nur wenige Ansätze Erfolge 
(Tabelle 18). Beispielsweise zeigten Tränkner et al. (2010), dass die ektopische 
Expression von MdFT1 in Arabidopsis keinen Einfluss auf die juvenile Phase hatte. Erst 
nach dem Eintritt in die Transitionsphase konnte die Blühinduktion effektiv beschleunigt 
werden. Währenddessen induzierte die Transformation von 35S::MdFT1 in die 
Apfelsorte 'Pinova' nur partiell eine frühe Blüte (Tränkner et al., 2010). Einzig in zwei 
Linien war die Überexpression von MdFT1 ausreichend, um die juvenile Phase auf nur 
wenige Wochen zu verkürzen. Gentechnische Studien zur Induktion einer frühen Blüte 
in Apfel mittels Überexpression von LFY, der homologen Gene von LFY (AFL1, AFL2), 
CO (MdCOL1, MdCOL2) oder AGL24 (MdDAM1) blieben bisher ohne Erfolg (Tabelle 
18). Außerdem zeigten, im Gegensatz zur konstitutiven Überexpression von BpMADS4 
(Weigl et al., 2015a), analoge Ansätze keine kongruenten Ergebnisse für verschiedene 
Apfelsorten. Beispielsweise verkürzte das konstitutive Silencing von MdTFL1-1 in 'PNS' 
und 'Galaxy' die juvenile Phase auf wenige Monate. Hingegen bildeten transgene 




Tabelle 18 Effektivität der konstitutiven Induktion einer frühen Blüte in Malus ×domestica (BORKH.) durch gezielte Manipulation von Blühgenen 
Homologes Gen 
in Arabidopsis 
Blühgen/Genkonstrukt Malus-Genotyp Expression Frühe Blüte* Referenz 
FUL 35S::BpMADS4 PNS Überexpression† Ja Flachowsky et al. (2007) 
 35S::BpMADS4 Pinova, Gala, Gala Mitchgla, Santana Überexpression
† Ja Diese Studie 
FT 35S::MdFT1 JM2 Überexpression† Ja Kotoda et al. (2010) 
 35S::MdFT1 PNS Überexpression† Ja Tränkner et al. (2010) 
 35S::MdFT1 Fuji, Orin, Golden Delicious Überexpression‡ Nein Yamagishi et al. (2011) 
 35S::FT Fuji, Orin, Golden Delicious Überexpression‡  Ja Yamagishi et al. (2011) 
TFL1 35S::MdTFL1-1 Orin Antisense-Silencing† Ja Kotoda et al. (2003, 2006) 
 35S::MdTFL1-1 PNS, Galaxy RNAi-Silencing† Ja Flachowsky et al. (2012) 
 35S::MdTFL1-1 Holsteiner Cox RNAi-Silencing† Nein Flachowsky et al. (2012) 
 35S::MdTFL1-1 k.A. Silencing‡ Ja Sasaki et al. (2011) 
 35S::FT/MdTFL1-1 k.A. Überexpression/Silencing‡ Ja Yamagishi et al. (2014) 
 35S::MdFT1/MdTFL1-1 k.A. Überexpression/Silencing‡ Nein Yamagishi et al. (2014) 
 35S::MdFT2/MdTFL1-1 k.A. Überexpression/Silencing‡ Nein Yamagishi et al. (2014) 
LFY 35S::LFY Pinova Überexpression† Nein Flachowsky et al. (2010) 
 35S::LFY Gala Überexpression† Nein Hanke et al. (2012) 
 35S::AFL1 Orin Überexpression† Nein Kotoda et al. (2003) 




Tabelle 18 (Fortsetzung) 
Homologes Gen 
in Arabidopsis 
Blühgen Malus-Genotyp Expression Frühe Blüte* Referenz 
CO 35S::MdCOL1 Pinova Überexpression† Nein Weigl (unveröffentlicht) 
 35S::MdCOL2 Pinova Überexpression† Nein Weigl (unveröffentlicht) 
AGL24 35S::MdDAM1 Pinova Überexpression† Nein Moser et al. (2016) 
 35S::MdDAM1 Pinova RNAi-Silencing† Nein Weigl (unveröffentlicht) 
 
* - Induktion einer frühen Blüte unter in vitro- oder Gewächshausbedingungen. 
† - Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation. 
‡ - ALSV-Inokulation von Apfelsamen. 




4.1.2 Relevanz der T-DNA-Insertionsstelle für das Rapid Cycle Breeding 
Die T-DNA-Insertionen von neun der elf untersuchten 35S::BpMADS4-Linien wurden im 
Vergleich zu T1190 (LG 4) auf den LGs 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 14, 15 und 16 identifiziert. In 
zwei T-Linien konnte die T-DNA nicht im Genom lokalisiert werden. Die Heterozygotie 
des Apfelgenoms (Velasco et al., 2010) erschwerte das Mapping der T-DNA-Insertionen. 
Die T-DNA-Insertionsstelle ist ausschlaggebend für eine zielgerichtete Introgression von 
Zielgenen. Für die Generation von Null-Segreganten am Ende des Rapid Cycle Breeding 
Programs von Flachowsky et al. (2011) ist es entscheidend, dass Tansgen (in diesem 
Fall BpMADS4) und Zielgen auf zwei nichthomologen Chromosomen lokalisiert sind. Nur 
die genaue Kenntnis der T-DNA-Insertionsstelle ermöglicht das Auskreuzen transgener 
Sequenzen nach den Mendelschen Regeln. Die T-DNA-Insertionsstelle bedingt 
demnach die Wahl des Kreuzungspartners in Fast-Breeding-Strategien (Flachowsky et 
al., 2011; Hoenicka et al., 2014). Gene und QTLs zahlreicher Merkmale, vor allem für 
Resistenzen, wurden in den letzen Jahrzehnten spezifischen LGs im Apfelgenom 
zugeordnet (z.B. Bus et al., 2000, 2005a, 2005b; Calenge et al., 2005; Emeriewen et al., 
2014). Je nach T-DNA-Insertionsstelle wurden Kreuzungen mit der Apfelschorf-
resistenten Sorte 'Regia' und der Feuerbrand-resistenten Wildart-Akzession MAL0045 
von M. fusca (Raf.) Schneid. durchgeführt. T915 wurde nur mit 'Regia' gekreuzt, da 
deren T-DNA auf LG 10 insertierte. Auf dieser LG ist auch der QTL FB-Mfu von M. fusca 
lokalisiert (Emeriewen et al., 2014). T962 wurde ausschließlich mit M. fusca gekreuzt, 
da deren T-DNA-Insertion auf den LG 2 identifiziert wurde. Auf dieser LG sind die 
Resistenzgene Rvi2 und Rvi4 von 'Regia' lokalisiert (Bus et al., 2005a, 2005b). Eine 
vollständige Übersicht aller bis jetzt lokalisierten Resistenz-Loci auf LGs im Apfelgenom, 
auf denen die T-DNA-Insertionen der T-Linien identifiziert wurden, ist der Aufstellung von 
Weigl et al. (2015a) zu entnehmen. 
Die Insertion der T-DNA in Apfel war meist mit dem Auftreten von Deletionen im Genom 
verbunden, die von 8 bp bis zu 361 bp variierten. Dabei insertierte die T-DNA 
hauptsächlich in A-T-reiche DNA-Regionen (siehe Anhang A3) wie bei der Studie von 
Brunaud et al. (2002) an Arabidopsis. Li und Tinland (2000) sowie Mayerhofer et al. 
(1991) berichteten über Deletionen im Pflanzengenom von bis zu 73 bp. Weiterhin 
wiesen acht der neun T-Linien, deren T-DNA lokalisiert werden konnte, Abbrüche von 
bis zu 230 Nukleotiden auf der BL-Seite auf. Aufgrund der geringen Konservierung der 
BL detektierten zahlreiche Studien Abbrüche von 3 bis 100 Nukleotiden in diesen 
Sequenzen (Li und Tinland, 2000). Diese besitzen jedoch im Unterschied zu Deletionen 
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der konservierten BR-Seite, welche bei sechs T-Linien identifiziert wurden, keine 
negativen Auswirkungen auf die Transfereffizienz (Kohli et al., 2010). Gerade diese 
Ungenauigkeit des T-DNA-Transfers bei der Agrobacterium-Transformation (Kohli et al., 
2010) wirkt sich problematisch auf die Selektion nicht-transgener Segreganten im Rapid 
Cycle Breeding aus. In den drei 35S::BpMADS4-Linien von 'PNS' wurden Insertionen 
separater Vektorsequenzen (T1189 und T1236), aber auch des beinahe gesamten 
Vektors (T1240) detektiert. Im Gegensatz zeigte die Sequenzierung von T1190, dass 
kein zusätzliches Vektorbackbone insertierte (H. Flachowsky, pers. Kommunikation). 
Dabei tritt ein Vektorbackbone-Transfer aufgrund einer nichtvollständigen Abspaltung 
der T-DNA bei 25% bis 30%, in seltenen Fällen bis zu 66%, aller Transformaten auf 
(Kohli et al., 2010). Gerade die Verwendung binärer Vektoren bei der Agrobacterium-
vermittelten Transformation führte häufig zur Insertion von zusätzlichem 
Vektorbackbone (z.B. Afolabi et al., 2004; Kononov et al., 1997; Ye et al., 2011). 
Weiterhin kann die Integrität der T-DNA durch homologe Rekombination während der 
Meiose beeinflusst werden (Henderson, 2012; Tiang et al., 2012) und persistierende 
unvollständige Transgene erzeugen, welche nur schwer zu detektieren sind (Hoenicka 
et al., 2014). Der Verlust der Genomintegrität durch Pflanzentransformationen zeigt sich 
einerseits in der Integration exogener T-DNA, andererseits durch somaklonale 
Variationen (van Nocker und Gardiner, 2014). 
4.1.3 Realisierung einer Kreuzungsgeneration pro Jahr 
Das begonnene Züchtungsprogramm zielte auf die Introgression der Feuerbrand-
resistenz der Apfelwildart M. fusca bzw. der Schorfresistenz von 'Regia' in die elf 
35S::BpMADS4-Linien ab. Aus den Kreuzungen wurden 75 (TSA) bzw. 74 (TSB) F1-
Sämlinge erhalten. Der Fruchtansatz variierte zwischen 31,3% und 67,9%. Acht 
frühblühende F1-Nachkommen wurden mit 'Golden Delicious' gekreuzt und ein 
Fruchtansatz zwischen 28,6% und 83,3% bonitiert. Die Fruchtansätze waren mit dem 
von T1190 nach Bestäubung mit Pollen von M. fusca (30%) vergleichbar (Le Roux et al., 
2012). Yamagishi et al. (2011) erzielten in Kreuzungen mit frühblühenden FT-
überexprimier-enden Apfelpflanzen kongruente Ergebnisse. Die permanente Blüten-
produktion, das Fehlen des aufrechten Habitus und gehäuftes Auftreten an 
Blütenanomalien der T-Linien sowie deren transgenen F1-Sämlingen führten wie bei der 
35S::BpMADS4-Linie T1190 zu einem hohen Fruchtfall (Flachowsky et al., 2011). Einzig 
zwei 35S::BpMADS4-Linien sowie ein F1-Sämling zeigten Raten von <20%, welche 
durch eine geringere Anzahl bestäubter Blüten und gehäuftes Auftreten an 
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Blütenorgananomalien erklärt werden können. Letztlich wirkten sich eine hohe Invasion 
an Thripsen, welche an Blüten und Pollen fraßen, sowie für die Bestäubung zu hohe 
(Juli/August) bzw. zu niedrige (September) Temperaturen negativ auf den Fruchtansatz 
aus. 
Mittels MAS wurde eine Aufspaltung der F1- und BC1-Nachkommenschaft in vier Klassen 
von Genotypen ermittelt. Mittels des Rapid Cycle Breeding konnten transgene Sämlinge, 
welche Marker für Rvi2, Rvi4 und FB-F7 oder Rvi2, Rvi4 und Sd1 erhalten werden. Zwei 
Sämlinge hatten positive Signale für Marker für Rvi2, Rvi4, Sd1 und FB-F7. Zusätzlich 
sind sieben transgene F1-Sämlinge entstanden, die eine interessante Kombination der 
Resistenzmarker, aber noch keine frühe Blüte zeigten. Für spätere Rapid Cycle Breeding 
Programme sind sie dennoch von Interesse. Flachowsky et al. (2011) pyramidisierte 
erfolgreich Rvi2, Rvi4 und den FB-F7-QTL sowie Pl-1 und Pl-2 mit seinem Rapid Cycle 
Breeding Programm. Über die Ausprägung der Resistenzen der entstandenen F1- und 
BC1-Nachkommen mit mindestens einem positiven Signal für die untersuchten 
Resistenzmarker können erst Resistenzstudien Aufschluss geben. Es ist anzunehmen, 
dass der fehlende aufrechten Habitus der F1-Sämlinge wie bei T1190-Sämlingen (Le 
Roux et al., 2012) die Bonitur von Triebnekrosen nach Inokulation mit E. amylovora 
beeinträchtigt. Phänotypisch zeigten die frühblühenden transgenen F1-Sämlinge 
zusätzlich zu den Habitusdeformationen auch Blütenorgananomalien, welche mit den 
entsprechenden 35S::BpMADS4-Linien vergleichbar waren. 
Durch die Selektion der erhaltenen F1- und BC1-Sämlinge mit MAS war eine 
Kreuzungsgeneration pro Jahr realisierbar. Dies entsprach den Ergebnissen des Rapid 
Cycle Breeding Programms von Flachowsky et al. (2011) mit T1190. Methoden zur 
Verkürzung der langen juvenilen Phase können in Kombination mit MAS zur Steigerung 
der Intensität, Effizienz und Präzision der Selektion von Nachkommen beitragen (van 
Nocker und Gardiner, 2014; Iwata et al., 2016). Dennoch führt laut van Nocker und 
Gardiner (2014) die Verkürzung der Kreuzungszyklen nur mit gleichzeitiger Reduktion 
der Zyklenanzahl zu einer Steigerung der Effektivität der Züchtung. 
4.2 Temporäres Silencing von MdTFL1-Genen in Apfel 
Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit und von Flachowsky et al. (2007, 2011) 
induzierte die konstitutive Überexpression von BpMADS4 eine permanente Blüten-
produktion auf Kosten der Balance zwischen vegetativem und reproduktivem Wachstum. 
Der Erhalt dieser Balance macht die Verwendung induzierbarer Promotoren 
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unumgänglich (Wenzel et al., 2013a). Diese bieten die Möglichkeit, die Blühinduktion zu 
einem gezielten Zeitpunkt auszulösen, zu dem der Habitus eine Fruchtproduktion 
zulässt. Analog ermöglicht dies, die Blütenproduktion, beispielsweise bei für die 
Züchtung ungünstigen Bedingungen, abzuschalten. Ziel des letzten 
Themenschwerpunktes der vorliegenden Arbeit war die Erweiterung des Spektrums des 
Rapid Cycle Breedings mit hitzeinduzierbaren HSP::MdTFL1-1-Linien. 
4.2.1 Hitzeschock-induziertes RNAi-Silencing von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 
Für die Generation von HSP::MdTFL1-1-Linien wurde das duale Promotorkonstrukt 
619pD1-HSP::MdTFL1-1-HSP generiert, bei dem ein 323 bp CDS-Fragment von 
MdTFL1-1 (Flachowsky et al., 2012) durch den hitzeinduzierbaren Promotor 
Gmhsp17.5-E aus Soja (G. max) gesteuert wird. Fünf HSP::MdTFL1-1-Linien der 
Apfelsorten 'Pinova' und 'Gala' wurden mit einer zu den 35S::BpMADS4-Linien 
vergleichbaren Transformationseffizienz generiert. Einzelne Hitzeschockbehandlungen 
an in vitro- als auch Gewächshauspflanzen zeigten, dass das Promotorkonstrukt bereits 
nach 1 h bei 42°C exprimiert wurde. Maximale Transkriptlevel des Konstrukts wurden 
analog zu den Ergebnissen von Würdig et al. (2013b) 2 h nach einer Induktion bei 42°C 
gemessen und bestätigten die Aktivität des Gmhsp17.5-E-Promotors. Herzog et al. 
(2012) verdeutlichten, dass die Gmhsp17.5-E-gesteuerte Transgen-Transkription 
bereits 30 min nach einem Hitzeschock bei 42°C messbar war. Das stärkste Silencing 
der MdTFL1-Gene in Blättern und SAM-umgebenen Gewebe der T-Linien wurde 2 h 
nach dem Hitzeschock gemessen, zeitgleich mit der maximalen Transkription des 
Gmhsp17.5-E-Promotors. Dennoch induzierte ein einmaliger Hitzeschock nur eine 24 h-
ige Repression der Transkription von MdTFL1-1 und MdTFL1-2. Diese zeigte keinerlei 
Einfluss auf die MdFT1-Transkription, dem Antagonisten von MdTFL1. Karlgren et al. 
(2013) zeigten, die HSP-gesteuerte Induktion von PaFTL2, einem FT/TFL1-Homolog, in 
Fichte (Picea abies) bereits kurz nach einem 1 h-igen Hitzeschock bei 40°C wieder sank. 
Innerhalb von 24 h war das Ausgangslevel von PaFTL2 wieder erreicht. Diese 
kurzzeitige Induktion von HSP-Konstrukten in mehrjährigen Pflanzen macht multiple 
Hitzeschockbehandlungen über einen längeren Zeitraum nötig. 
Multiple Hitzeschockbehandlungen induzierten jedoch nur ein kurzeitiges Silencing von 
MdTFL1-1 und MdTFL1-2 in den HSP::MdTFL1-1-Pflanzen. Dieses war nicht 
ausreichend, um eine langanhaltende Änderung der MdFT/MdTFL1-Balance (McGarry 
und Ayre, 2012) und somit eine Blütenbildung an den transgenen Sprossen zu bewirken. 
In transgenen Arabidopsis-Pflanzen, die ein HSP::AtFT-Konstrukt enthielten, konnte 
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bereits mit einer 1 h-igen Hitzebehandlung bei 37°C eine frühe Blüte induziert werden 
(Huang et al., 2005). Dabei war eine Knospenentwicklung von 75% durch Aktivierung 
des HSPs in einem einzigen Blatt und von 95% durch Hitzebehandlung der gesamten 
Pflanze erreichbar. Hoenicka et al. (2012) und Zhang et al. (2010) hitzebehandelten 
transgene Pappelpflanzen (Populus sp.), die AtFT oder die FT-Homologen PtFT1 bzw. 
PtFT2 aus Pappel unter der Kontrolle des Gmhsp17.5-E-Promotors enthielten. Eine 
tägliche 1 h-ige Temperaturerhöhung auf 37°C für 10 bis 28 d induzierte eine 
Blütenbildung, wobei bei 40°C die Kätzchenproduktion viermal höher war (Zhang et al., 
2010). Für Apfel zeigten Wenzel et al. (2013b), dass eine Hitzebehandlung von 30 min 
zwar die Transkription von PtFT1 bzw. PtFT2 unter Kontrolle des Gmhsp17.5-E-
Promotors induzierte, aber ohne Auswirkungen auf den Phänotyp war. Multiple 
Induktionen bei 42°C für 1 h über einen Zeitraum von 28 d waren nötig, um eine 
drastische Reduktion der Juvenilität von Apfel zu initiieren (Wenzel et al., 2013a). Die 
Ansätze bei Pappel (Hoenicka et al., 2012; Zhang et al., 2010), Apfel (Wenzel et al., 
2013a) und Eukalyptus (Klocko et al., 2016) bewirkten neben einer zuverlässigen 
Blühinduktion auch ein normales vegetatives Wachstum der transgenen Pflanzen. 
Ein Effekt des temporären MdTFL1-Silencings auf den Habitus der HSP::MdTFL1-1-
Pflanzen wie bei 35S::MdTFL1-Pflanzen, in denen die Transkription von MdTFL1 
konstitutiv unterdrückt wurde (Flachowsky et al., 2012), konnten nicht bonitiert werden. 
Die HSP::MdTFL1-1-Pflanzen zeigten im Unterschied zu 35S::MdTFL1- und 
35S::BpMADS4-Linien (Flachowsky et al., 2011, 2012; Weigl et al., 2015a; diese Arbeit) 
einen aufrechten, nicht gestauchten Wuchs. Einzig eine Verkürzung der ersten acht 
Internodien war zu bonitieren. Ein genereller Zusammenhang zwischen MdTFL1-
Silencing und diesem Phänotyp konnte jedoch nicht bestätigt werden. Inwieweit die A. 
tumefaciens-vermittelte Transformation einen Einfluss auf die Blütenausbildung 
hinsichtlich Fertilität und Pollenfunktionalität hat, kann erst nach Abschluss der juvenilen 
Phase der T-Linien beurteilt werden. Hoenicka et al. (2014) zeigte, dass in 
frühblühenden Pappelpflanzen, die AtFT aus Arabidopsis unter der Kontrolle eines HSP 
enthielten, die Blütenfertilität geringfügig vermindert war. Dennoch zeigten Kreuzungen 
der frühblühenden Pappelpflanzen keinen negativen Einfluss der Transformation auf F1-
Sämlinge (Hoenicka et al., 2014). Die ektopische Expression der Pappel-FT-Homologen 
PtFT1 und PtFT2 in Apfel unter Kontrolle des Gmhsp17.5-E-Promotors führte ebenfalls 
zu einem vermehrten Auftreten an Blütenanomalien im Vergleich zu nicht-transgenen 
Kontrollpflanzen (Wenzel et al., 2013a). Dennoch konnten aus Hybridisierungen mit dem 
Feuerbrand-resistenten Hybridgenotyp M. ×robusta 5 Früchte mit normaler Anzahl an 
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Samen erhalten werden. Der Erfolg bisher publizierter Studien zur Induktion einer frühen 
Blüte in verschiedenen Pflanzenspezies mittels HSP-regulierter Transkriptionsänderung 
von FT bzw. dessen Homologen ist der Tabelle 19 zu entnehmen. 
Nun stellte sich die Frage, welche Faktoren zum Scheitern dieses Ansatzes führten? Die 
Gründe für das Scheitern der Induktion einer frühen Blüte in HSP::MdTFL1-1-Pflanzen 
sind noch nicht bis ins Detail geklärt. Vier wesentliche Faktoren kommen hierfür in 
Betracht: (1) Die Verwendung dualer Promotorkonstrukte zur Manipulation der 
Genexpression in Pflanzen zeigte bisher keine kongruenten Ergebnisse. Schmidt et al. 
(2012) unterdrückten mit verschiedenen dualen Promotor-Systemen erfolgreich die 
Transkription der ß-D-Glucuronidase in Tabak (Nicotiana tabacum). Aber Mette et al. 
(2000) konnten mit diesen Konstrukten weder ein Gensilencing in Arabidopsis noch in 
Tabak erzielen. (2) Der Gmhsp17.5-E-Promotor weist im Vergleich zum konstitutiven 
CaMV35S-Promotor wesentlich geringere Transkriptionslevel auf (Hsu et al., 2011). (3) 
Der Erfolg der Hitzeschock-Behandlung ist von der jeweiligen Pflanzenspezies, der 
Temperatur und der Behandlungsdauer abhängig. Bei der einjährigen Modellpflanze 
Arabidopsis konnte mittels geringeren Temperaturen und Behandlungszeiten (Huang et 
al., 2005) im Vergleich zu mehrjährigen Pflanzen wie Pappel (Hoenicka et al., 2012; 
Zhang et al., 2010) eine frühe Blüte induziert werden. Auch HSP-Strategien für Apfel, 
Fichte und Eukalyptus weisen deutliche Temperaturunterschiede auf (Wenzel et al., 
2013a; Karlgren et al., 2013; Klocko et al., 2016). Demnach sind die jeweiligen 
Temperaturprogramme nur schwierig auf andere Pflanzenspezies übertragbar. Bei 
erfolgreichen Studien der hitzegesteuerten Blühinduktion mittels HSP-Gen-Konstrukten 
ist davon auszugehen, dass die angewandte Temperatur optimal bzw. im Toleranz-
bereich für Wachstum, Blüten- und Pollenproduktion der jeweiligen Pflanzenspezies lag. 
Hoenicka et al. (2012) konnten bei 37°C keine fertilen Blüten und bei 40°C nur eine 
geringe Pollenproduktion bei transgenen AtFT-Pappeln erzeugen. 
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Expression Frühe Blüte* Referenz 
Apfel Malus ×domestica      
cv. Pinova, Gala HSP::BpMADS4 FUL Überexpression Nein Wenzel (unveröffentlicht) 
cv. Pinova HSP::PtFT1 FT Überexpression Ja Wenzel et al. (2013a) 
cv. Pinova HSP::PtFT2 FT Überexpression Ja Wenzel et al. (2013a) 
cv. Pinova, Gala HSP::MdTFL1-1 TFL1 RNAi-Silencing Nein Diese Studie 
Pappel Populus sp.      
Hybrid-Espe T89, W52 HSP::LFY LFY Überexpression Nein Hoenicka et al. (2012) 
Hybrid-Espe T89, W52 HSP::FT FT Überexpression Ja Hoenicka et al. (2012) 
Hybrid-Espe 353-38, 717-1B4 HSP::PtFT1 FT Überexpression Ja Zhang et al. (2010) 
Hybrid-Espe 353-38 HSP::PtFT2 FT Überexpression Ja Zhang et al. (2010) 
Arabidospsis thaliana      
Columbia HSP::FT FT Überexpression Ja Huang et al. (2005) 
Eukalyptus Eucalyptus grandis × urophylla     
Hybrid SP7 HSP::PtFT1 FT Überexpression Ja Klocko et al. (2016) 
Fichte Picea abies      
Linie 06:28:05 HSP::PaFTL2 FT/TFL1 Überexpression Ja† Karlgren et al. (2013) 
 
* - Induktion einer frühen Blüte unter in vitro- oder Gewächshausbedingungen. † - Nur Knospenbildung. 
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Erst eine Balance zwischen kurzen und verlängerten Hitzebehandlungen unter 
Sommerbedingungen bewirkte die Produktion fertiler Pollen und Blüten (Hoenicka et al., 
2014). Zusätzlich zeigten mehrere Studien, dass die Verlängerung von Hitzestress 
Pollensterilität fördert (De Storme und Geelen, 2013; Endo et al., 2009). Aber in 
transgenen Apfelpflanzen, die BpMADS4 unter Kontrolle des HSP enthielten, bewirkte 
jegliche Modifikation der Hitzeschock-Behandlung weder eine Blütenproduktion noch 
einen phänotypischen Effekt (S. Wenzel, pers. Kommunikation). (4) Der Erfolg des RNAi-
Gensilencings ist temperaturabhängig. Zhong et al. (2013) zeigten, dass bei einer 
Umgebungstemperatur von 22°C das RNAi-Silencing in Arabidopsis optimal war. 
Wohingegen 30°C das Silencing verhinderte. Diese Temperaturabhängigkeit stellt die 
zukünftige Verwendung von HSPs für weitere Gensilencing-Ansätze in Pflanzen deutlich 
in Frage. 
Letztlich konnte nicht geklärt werden, ob die Unwirksamkeit des dualen 
Promotorkonstrukts, die Ineffektivität des Gmhsp17.5-E-Promotors oder die Applikation 
ungünstiger Temperaturbedingungen für das Ausbleiben einer frühen Blüte bei 
HSP::MdTFL1-1-Pflanzen verantwortlich war. 
4.2.2 Endogene Regulation von MdTFL1 durch Hitze 
Interessanterweise zeigten die Genexpressionsstudien, dass Hitze die endogene 
Transkription der MdTFL1-Gene im selben Maß in transgenen und nicht-transgenen 
Pflanzen unterdrückte. Dieses Silencing war unabhängig von der Agrobacterium-
vermittelten Transformation mit dem Plasmidvektor 620p9U10-HSP::MdTFL1-1-HSP. 
Die hitzegesteuerte Repression beider MdTFL1-Gene in nativen Pflanzen gibt Hinweise 
auf eine temperaturabhängige Regulation von MdTFL1 in Apfel. Bereits ein 1 h-iger 
Hitzeschock bei 42°C war ausreichend, um die Transkription von MdTFL1-1 und 
MdTFL1-2 für 24 h in nicht-transgenen Pflanzen zu unterdrücken. Diese Ergebnisse 
ließen eine generelle Funktion in der pflanzlichen Hitzestressantwort von MdTFL1 
vermuten. Zur Untermauerung der Hypothese wurden in silico-Analysen der 
Promotorsequenzen von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 durchgeführt. Die Analysen 
identifizierten cis-regulatorische HSEs sowie HSE-flankierende TATA-Box- und CCAAT-
Box-Motive. Die pflanzliche Reaktion auf Hitzestress und damit die 
Thermoinduzierbarkeit pflanzlicher Gene wird konservierten cis-regulatorischen 
Elementen (HSEs) zugeschrieben (Schöffl et al., 1998). Flankierende Sequenzmotive 
wie beispielsweise CCAAT-Box-Elemente und AT-reiche Sequenzen besitzen einen 
additiven Effekt zur Expression hitzeinduzierbarer Gene. Dabei zeigten Rieping und 
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Schöffl (1992), dass das synergetische Zusammenspiel von HSEs und CCAAT-Box-
Sequenzen im Gegensatz zu AT-reichen Sequenzen signifikant die Genaktivität erhöhte. 
Zusätzlich fungieren TATA-Box-Cluster proximal der HSEs als Bindungsstellen 
transkriptioneller Aktivatorproteine wie zum Beispiel Hitzeschockfaktoren (Schöffl et al., 
1998). Vergleichbar mit MdTFL1 identifizierten Neetu et al. (2014) im Promotor von TFL1 
von Arabidopsis je ein TATA-Box- und CCAAT-Box-Motiv. Ebenso wiesen die 
Promotorsequenzen der TFL1-Homologen CENTRORADIALIS von Antirrhinum (Mimida 
et al., 2001), PtTFL von Poncirus trifoliata L. RAF. (Mei et al., 2009) und GtTFL1 von 
Gentiana triflora (Imamura et al., 2011) TATA-Box-Motive auf. 
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit eine hitzeabhängige Regulation 
der endogenen Transkription von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 und bestätigten deren 
Funktion in der pflanzlichen Hitzestressantwort. Dies ergänzt die bisher bekannten vier 
Hauptrollen von MdTFL1: Blühinduktion (Hättasch et al., 2008; Kotoda et al., 2006; 
Mimida et al., 2009), Blütenorganentwicklung, vegetatives Wachstum und Ausprägung 
des Habitus (Flachowsky et al., 2012). Ein thermoinduktives Silencing von 
Blührepressoren wie zum Beispiel MdTFL1 ermöglicht eine Anpassung an die jeweilige 
Umgebungstemperatur. Chung et al. (2010) zeigten, dass eine Hitzestressbehandlung 
die Transkription von TFL1 in Arabidopsis hochregulierte, aber die FT-Transkription 
verminderte. Weiterhin wirkte sich eine Temperaturerniedrigung von 23°C auf 16°C 
effektiv auf die Blütenbildung von tfl1-Mutanten von Arabidopsis aus (Kim et al., 2013). 
Zusätzlich zu Kim et al. (2013) belegten auch die Studien von Strasser et al. (2009) und 
Hanano und Goto (2011), dass TFL1 als positiver Regulator in der Reaktion auf niedrige 
Temperaturen agierte. Weiterhin zeigten Nakano et al. (2015), dass Hitzestress die 
Transkription des Blührepressors CsAFT, ein anti-florigenes FT/TFL1-Homolog aus 
Chrysanthemum, unterband und dies die Blühinduktion verzögerte. Es scheint demnach 
nur logisch, dass bei ungünstigen Bedingungen wie beispielsweise Hitze die 
Transkription von Blührepressoren vermindert wird. Dies hat den Effekt, vegetatives 
Wachstum zu unterdrücken und die Blütenbildung und damit die evolutionsbiologisch 
wichtige Samenproduktion zu initiieren. 
Chung et al. (2010) zeigten für FT, den Antagonisten von TFL1, dass dessen 
Transkription temperaturabhängig ist. Diese hitzegesteuerte Regulation der FT-
Transkription kann entsprechend TFL1 dem konservierten cis-regulatorischen CCAAT-
Motiv in der Promotorsequenz von FT zugeordnet werden (Adrian et al., 2010). Es ist 
also naheliegend, dass eine hitzeinduzierte Änderung der Balance zwischen FT-like und 
TFL1-like Genen den Zeitpunkt für bestimmtes und unbestimmtes Wachstum festlegt 
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(McGarry und Ayre, 2012). Die temperaturabhängige Regulation von FT konnte auch für 
mehrjährige Pflanzen bestätigt werden. Für Narcissus tazetta fiel bei Temperaturen bis 
30°C die Transkription des FT-Homologs NtFT mit dem Zeitpunkt der Blühinduktion 
zusammen. Weitere exogene Signale wie Photoperiode oder Vernalisation hatten einen 
geringeren Effekt auf die Blühinduktion (Noy-Porat et al., 2013). Hsu et al. (2011) zeigten 
für Pappel spp., dass FT-homologe Gene in Abhängigkeit zur Umgebungstemperatur 
reguliert werden. Kühle Wintertemperaturen induzierten die Transkription von PtFT1 und 
somit den Beginn der Blütenbildung. Wohingegen warme Temperaturen die 
Transkription von PtFT2 bewirkten, woraus die Inhibierung der Knospenbildung und die 
Verlängerung der vegetativen Phase resultierten. Dennoch konnte in dieser Arbeit keine 
temperaturabhängige Regulation des FT-Homologs MdFT1 in Apfel gezeigt werden. 
4.3 Aspekte zum Rapid Cycle Breeding System von Apfel 
Trotz der Eignung der elf frühblühenden 35S::BpMADS4-Linien für das Rapid Cycle 
Breeding System von Apfel bestehen dennoch einige Schranken für deren praktischen 
Nutzen. Züchtungsprogramme mit transgenen frühblühenden Inducer-Linien, wie bei-
spielsweise 35S::BpMADS4-Linien, werden zu den “New Plant Breeding Techniques“ 
gezählt (Lusser und Davies, 2013). Mit diesen Techniken generierte Pflanzen werden in 
Europa laut EU Direktive 2001/18/EC als genetisch modifizierte Organismen (GMO) 
deklariert (Lusser et al., 2011). Zwar führt das Auskreuzen des Transgens im finalen 
Schritt des Rapid Cycle Breedings zu nicht-transgenen Segreganten, welche dennoch 
Nachkommen genetisch modifizierter Pflanzen bleiben. Bisher werden in Deutschland 
nicht-transgene GMO-Nachkommen laut der EU Direktive 2001/18/EC auch als GMOs 
deklariert. Ein Grund hierfür ist die Ungenauigkeit des T-DNA-Transfers (Kohli et al., 
2010). Dieser führt einerseits zur unwillkürlichen Insertion der T-DNA in Pflanzengenome 
und damit zu Deletionen im Genom, Zerstörung oder Generierung offener Leseraster 
oder unerwünschtem Silencing endogener Gene. Diese Veränderungen treten jedoch 
auch bei traditionellen Züchtungsmethoden auf (Lusser et al., 2011). Andererseits 
können T-DNA-Bordersequenzen, Vektorsequenzen oder Erkennungssequenzen für 
Rekombinasen insertieren, welche identifiziert, lokalisiert und im finalen 
Kreuzungsschritt wieder entfernt werden müssen. Lusser et al. (2011) stellten in ihren 
Studien in Aussicht, dass ein Ausschluss transgener Sequenzen in den negativen 
Segreganten zu einer Aufhebung der GMO-Einstufung führen könnte. Der Nachweis der 
Transgenfreiheit ist daher von entscheidender Wichtigkeit, aber eine gesetzliche 
Regelung für einen gezielten Nachweis ist bisher noch ausstehend (Lusser et al., 2011). 
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Das Vorhandensein von Sequenzen einerseits des verwendeten Vektors, andererseits 
des Pflanzengenoms könnte als Ansatzpunkt für diesen Nachweis dienen. Hoenicka et 
al. (2014) postulierten, dass zum Ausschluss transgener Sequenzen sich Southern 
Hybridisierungen besser eignen als PCRs. In seinem Fast Breeding Programm 
selektierte er somit ausgehend von Hybridisierungen mit frühblühenden transgenen 
Pappelpflanzen Transgen-freie Null-Segreganten. Für Apfel sind entsprechende 
Nachkommen noch ausstehend (Flachowsky et al., 2011). 
Züchtungsprogramme mit GMOs unterliegen im Gegensatz zur klassischen Züchtung 
scharfen Regularien, die zu einem höheren Zeit- und Kostenaufwand führen (Lusser et 
al., 2012). McDougall (2011) nimmt an, dass von Etablierung bis Zulassung einer GM-
Pflanze mit Kosten im Rahmen von 136 Mio. Dollar zu rechnen ist. Allein die Zulassung 
würde 5,5 Jahre und 35 Mio. Dollar erfordern. Diese Kosten machen GM-Pflanzen, 
neben deren geringen Akzeptanz beim Verbraucher, für die Züchter unattraktiv und 
unrentabel. Bisher wurden trotz zahlreicher Studien an transgenen Obstkulturen nur drei 
transgene Sorten weltweit kommerzialisiert (Hanke und Flachowsky, 2010). Hierzu 
zählen die transgenen Papaya-Sorten 'Rainbow' und 'SunUp', die eine erhöhte 
Resistenz gegenüber dem Papaya Ringspot Virus (PRSV) besitzen, und die 
Pflaumensorte 'Honey Sweet', welche dauerhaft resistent gegenüber dem Plum Pox 






„Gras wächst auch dann nicht schneller, wenn wir daran ziehen“ (Afrikanisches 
Sprichwort) 
 
Die Erweiterung des Spektrums an frühblühenden transgenen Linien kann zur 
Optimierung des derzeitigen Rapid Cycle Breeding Systems und langfristig zur 
Steigerung der Züchtungseffektivität von Apfel M. ×domestica BORKH. führen. Das 
aktuelle System stützt sich auf die frühblühende 35S::BpMADS4-Linie T1190 von 'PNS' 
als Modellpflanze. Deren T-DNA-Insertion inklusive BpMADS4 wurde zuvor auf der LG 
4 lokalisiert. Um Kreuzungen mit einer Vielzahl an Zielgendonoren, meist Apfelwildarten, 
zu realisieren, ist es wichtig, weitere frühblühende T-Linien mit anderen T-DNA-
Insertionsstellen im Genom zu erzeugen. Die in dieser Arbeit erstellten Ergebnisse 
leisten einen Beitrag zur Erweiterung des Spektrums an frühblühenden T-Linien für das 
Rapid Cycle Breeding. Es konnten vier 35S::BpMADS4-Linien der Sorten 'Gala Mitchgla' 
und 'Santana' erzeugt werden. Zusätzlich wurden 35S::BpMADS4-Linien 'PNS', 'Pinova' 
und 'Gala' zur Verfügung gestellt. Es stellte sich die Frage, ob sich diese T-Linien für das 
Rapid Cycle Breeding von Apfel eigneten. 
Für neun der elf molekulargenetisch charakterisierten 35S::BpMADS4-Linien konnte 
gezeigt werden, dass sich die T-DNA-Insertionsstelle (LG 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 14, 15 und 
16) von T1190 (LG 4) unterschied. Hinsichtlich der Selektion von Null-Segreganten war 
zu klären, ob T-DNA-Deletionen und Vektorbackbone-Insertionen im Genom der T-
Linien bestanden. Sequenzanalysen bestätigten für fast alle T-Linien, außer T1240, 
Deletionen auf beiden Seiten der Bordersequenzen der insertierten T-DNA. Im Gegen-
satz zu T1190 wurden bei den drei T-Linien von 'PNS' T1189, T1236 und T1240 
zusätzliche Vektorbackbone-Insertionen identifiziert. Im Vergleich zu T1240, dessen 
Vektorbackbone die T-DNA flankierte, sind T1189 und T1236 aufgrund ihrer T-DNA-
unabhängigen Vektorbackbone-Insertionen für das Rapid Cycle Breeding eher 
ungeeignet. Erst ein Mapping dieser Insertionen im Genom würde eine Eignung von 
T1189 und T1236 ermöglichen. Aufgrund fehlender Untersuchung auf Vektorbackbone-
Insertionen der T-Linien von 'Pinova', 'Gala', 'Gala Mitchgla' und 'Santana' blieb die 
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Frage nach deren Eignung für das Rapid Cycle Breeding – vom molekulargenetischen 
Standpunkt aus gesehen – vorerst ungeklärt. 
Die phänotypische Charakterisierung aller elf 35S::BpMADS4-Linien zeigte eine 
drastische Verkürzung der juvenilen Phase auf nur wenige Wochen. Weiterhin 
bestätigten die Untersuchungen, dass die konstitutive Überexpression von BpMADS4 
analog zu T1190 zu einer Stauchung des Habitus und zu gehäuftem Auftreten von 
Blütenorgananomalien führte. Trotz signifikanter Unterschiede in Blütenmorphologie und 
Pollenfunktionalität der T-Linien zu ihren nicht-transgenen Kontrollen war die 
Blütenfertilität nicht eingeschränkt. In einem Kreuzungsprogramm mit der Feuerbrand-
resistenten Wildart-Akzession MAL0045 von M. fusca (Raf.) Schneid. und der 
Apfelschorf-resistenten Sorte 'Regia' konnte gezeigt werden, dass mit T1190 
vergleichbare Fruchtansatzraten erzielt wurden. Aufgrund der Eindeutigkeit der T-DNA-
Insertionsstelle, des Habitus und der höheren Anzahl an möglichen Blütenbestäubungen 
im Untersuchungszeitraum sind besonders die T-Linien T1189, T1136, T1240, T915 und 
T962 für zukünftige Kreuzungen geeignet. Mittels MAS konnten in der F1-
Nachkommenschaft acht transgene frühblühende Sämlinge mit interessanter 
Kombination der eingekreuzten Resistenzen (Rvi2, Rvi4, Sd1, FB-F7 und FB-Mfu) als 
Vorstufenmaterial selektiert werden. Die Ausprägung der Resistenzen ist noch in 
Resistenzstudien zu untersuchen. Anschließende Kreuzungen der F1-Sämlinge mit 
'Golden Delicious' zeigten mit den 35S::BpMADS4-Linien vergleichbare Fruchtansätze. 
Die MAS erhaltener BC1-Sämlinge bestätigte, dass diese Nachkommen nur einen Teil 
eingekreuzter Resistenzen vorwiesen und als Vorstufenmaterial eher ungeeignet sind. 
Nichtsdestotrotz konnte mittels der Kombination aus frühblühenden 35S::BpMADS4-
Linien und MAS der Kreuzungsnachkommen eine Kreuzungsgeneration pro Jahr 
realisiert werden. 
Da die konstitutive Überexpression von BpMADS4 in Apfel zu einer permanenten Blüten-
produktion, Habitusdeformationen und hohem Fruchtfall führte, stellte sich die Frage, ob 
diese Effekte mittels hitzeinduzierbarer Promotoren vermeidbar wären. Mit dem Ziel die 
Blühinduktion zu einem gezielten Zeitpunkt auszulösen wurden fünf HSP::MdTFL1-1-
Linien der Sorten 'Pinova' und 'Gala' erzeugt. Expressionsstudien zeigten, dass trotz 
Aktivierung des Gmhsp17.5-E-Promotors nur ein temporäres Silencing von MdTFL1-1 
und MdTFL1-2 in den T-Linien induziert werden konnte. Dieses Silencing war nicht 
ausreichend, um eine langanhaltende Änderung der MdFT/MdTFL1-Balance zu 
erreichen und dadurch eine frühe Blüte zu induzieren. Aufgrund des hitzeinduzierten 
Silencings beider MdTFL1-Gene in nicht-transgenen Pflanzen ist es eher fraglich, ob 
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eine Modifikation der Hitzeschock-Behandlung die juvenile Phase der T-Linien verkürzen 
würde. Phänotypische Untersuchungen zeigten einzig temporäre Deformationen des 
Habitus der Hitzeschock-behandelten T-Linien. Ungeklärt bleibt der Einfluss der A. 
tumefaciens-vermittelten Transformation auf die Blütenmorphologie, -fertilität und 
Pollenfunktionalität. 
Des Weiteren belegten Expressionsstudien von MdTFL1-1 und MdTFL1-2 in nicht-
transgenen Pflanzen und in silico-Analysen der Promotorsequenzen beider MdTFL1-
Gene, dass MdTFL1 eine Rolle in der pflanzlichen Hitzestressantwort spielt. Für die 
Zukunft könnten weiterführende Transkriptionsanalysen von MdTFL1 in Apfelsorten und 
Wildarten in Abhängigkeit saisonaler Temperaturänderungen die neue Rolle von 
MdTFL1 in Apfel bekräftigen. 
Ungeklärt bleibt die Frage nach dem Scheitern des hitzeinduzierten Ansatzes zum 
Auslösen der Blühinduktion in den HSP::MdTFL1-1-Linien. Inwiefern das duale 
Promotorkonstrukt, die Ineffektivität des Gmhsp17.5-E-Promotors oder ungünstige 
Temperaturbedingungen einen Einfluss auf das Ausbleiben einer frühen Blüte hatten, 
bleibt offen. Letztlich sind die in dieser Arbeit erzeugten fünf HSP::MdTFL1-1-Linien 
aufgrund ausbleibender Blütenbildung keine Alternative zu den 35S::BpMADS4-Linien 
im Rapid Cycle Breeding System. 
Demnach erweitern nur die erzeugten 35S::BpMADS4-Linien das Spektrum des Rapid 
Cycle Breedings, wobei dennoch einige Schranken für deren praktischen Nutzen 
bestehen. Die aktuelle Gesetzeslage in Deutschland stuft frühblühende T-Linien und 
daraus hervorgegangene Null-Segreganten als GMO ein (siehe Kapitel 4.3). Eine 
gesetzliche Regelung, welche erforderliche Nachweise zum Ausschluss transgener 






Adrian, J., Farrona, S., Reimer, J.J., Albani, M.C., Coupland, G. und Turck, F. (2010) 
Cis-Regulatory Elements and Chromatin State Coordinately Control Temporal 
and Spatial Expression of FLOWERING LOCUS T in Arabidopsis. Plant Cell, 22, 
1425-1440. 
Afolabi, A.S., Worland, B., Snape, J.W. und Vain, P. (2004) A large scale study of rice 
plants transformed with different T-DNAs provides new insights into locus 
composition and T-DNA linkage configurations. Theor. Appl. Genet. 109, 815-
826. 
An, H. Roussot, C., Suárez-López, P., Corbesier, L., Vincent, C., Piñeiro, M., Hepworth, 
S., Mouradov, A., Justin, S., Turnbull, C. und Coupland, G. (2004) CONSTANS 
acts in the phloem to regulate a systemic signal that induces photoperiodic 
flowering of Arabidopsis. Development, 131, 3615-3626. 
Böhlenius, H., Huang, T., Charbonnel-Campaa, L., Brunner, A.M., Jansson, S., Strauss, 
S.H. und Nilsson, O. (2006) CO/FT regulatory module controls timing of flowering 
and seasonal growth cessation in trees. Science, 312, 1040-1043. 
Brunaud, V., Balzergue, S., Dubreucq, B., Aubourg, S., Samson, F., Chauvin, S., 
Bechtold, N., Cruaud, C., DeRose, R., Pelletier, G., Lepiniec, L., Caboche, M. 
und Lecharny, A. (2002) T-DNA integration into the Arabidopsis genome depends 
on sequences of pre-insertion sites. EMBO Rep. 3, 1152-1157. 
Bus, V.G.M., Laurens, F.N.D., van de Weg, W.E., Rusholme, R.L., Rikkerink, E.H.A., 
Gardiner, S.E., Bassett, H.C.M., Kodde, L.P. und Plummer, K.M. (2005a) The 
Vh8 locus of a new gene-for-gene interaction between Venturia inaequalis and 
the wild apple Malus sieversii is closely linked to the Vh2 locus in Malus pumila 
R12740-7A. New Phytol. 166, 1035-1049. 
Bus, V.G.M., Ranatunga, C., Gardiner, S., Bassett, H. und Rikkerink, E. (2000) Marker 
assisted selection for pest and disease resistance in the New Zealand apple 
breeding program. Acta Hortic. 538, 541-547. 
Bus, V.G.M., Rikkerink, E.H.A., van de Weg, W.E., Rusholme, R.L., Gardiner, S.E., 
Bassett, H.C.M., Kodde, L.P., Parisi, L., Laurens, F.N.D., Meulenbroek, E.J. und 
Plummer, K.M. (2005b) The Vh2 and Vh4 scab resistance genes in two 
differential hosts derived from Russian apple R12740-7A map to the same 
linkage group of apple. Mol. Breed. 15, 103-116. 
Calenge, F., Drouet, D., Denance, C., van de Weg, W.E., Brisset, M.N., Paulin, J.P. und 
Durel, C.E. (2005) Identification of a major QTL together with several minor 
additive or epistatic QTLs for resistance to fire blight in apple in two related 
progenies. Theor. Appl. Genet. 111, 128-135. 
Carisse, O. und Dewdney, M. (2002) Review of non-fungicidal approaches for the control 
of apple scab. Phytoprotection, 83, 1-29. 
Cevik, V. und King, G.J. (2002) High-resolution genetic analysis of the Sd-1 aphid 




Chung, K.S., Yoo, S.Y., Yoo, S.J., Lee, J.S. und Ahn, J.H. (2010) BROTHER OF FT 
AND TFL1 (BFT), a member of the FT/TFL1 family, shows distinct pattern of 
expression during the vegetative growth of Arabidopsis. Plant Signal. Behav. 5, 
1102-1104. 
Collard, B.C.Y. und Mackill, D.J. (2008) Marker-assisted selection: an approach for 
precision plant breeding in the twenty-first century. Philos Trans R Soc Lond B 
Biol Sci. 363, 557-572. 
Czarnecka, E., Key, J.L. und Gurley, W.B. (1989) Regulatory domains of the 
Gmhsp17.5-E heat shock promoter of soybean. Mol. Cell Biol. 9, 3457-3463. 
De Franceschi, P., Dondini, L. und Sanzol, J. (2012) Molecular bases and evolutionary 
dynamics of self-incompatibility in the Pyrinae (Rosaceae). Journal of 
Experimental Botany, 63, 4015-4032. 
De Storme, N. und Geelen, D. (2013) The impact of environmental stress on male 
reproductive development in plants: biological processes and molecular 
mechanisms. Plant Cell Environ. 37, 1-18. 
Degenhardt, J., Poppe, A., Montag, J. und Szankowski, I. (2006) The use of the 
phosphomannoseisomerase/mannose selection system to recover transgenic 
apple plants. Plant Cell Rep. 25, 1149-1156. 
Degenhardt, J., Poppe, A., Rösner, L. und Szankowski, I. (2007) Alternative selection 
systems in apple transformation. Acta Hortic. 738, 287-292. 
Edge-Garza, D.A. und Peace, C.P. (2010) Enabling Marker-Assisted Seedling Selection 
in the Washington Apple Breeding Program. Acta Hortic. 859, 369-374. 
Elo, A., Lemmetyinen, J., Novak, A., Keinonen, K., Porali, I., Hassinen, M. und Sopanen, 
T. (2007) BpMADS4 has a central role in inflorescence initiation in silver birch 
(Betula pendula). Physiol. Plant. 131, 149-158. 
Elo, A., Lemmetyinen, J., Turunen, M.L., Tikka, L. und Sopanen, T. (2001) Three MADS-
box genes similar to APETALA1 and FRUITFULL from silver birch (Betula 
pendula). Physiol. Plant. 112, 95-103. 
Emeriewen, O., Richter, K., Kilian, A., Zini, E., Hanke, M.-V., Malnoy, M. und Peil, A. 
(2014) Identification of a major quantitative trait locus for resistance to fire blight 
in the wild apple species Malus fusca. Mol. Breed. 34, 407-419. 
Endo, T., Shimada, T., Fujii, H., Kobayashi, Y., Araki, T. und Omura, M. (2005) Ectopic 
expression of a FT homolog from Citrus confers an early flowering phenotype on 
trifoliate orange (Poncirus trifoliate L. Raf.). Transgenic Res. 14, 703-712. 
Endo, M., Tsuchiya, T., Hamada, K., Kawamura, S., Yano, K., Ohshima, M., Higashitani, 
A., Watanabe, M. und Kawagishi-Kobayashi, M. (2009) High temperatures cause 
male sterility in rice plants with transcriptional alterations during pollen 
development. Plant Cell Physiol. 50, 1911-1922. 
Esumi, T., Tao, R. und Yonemori, K. (2005) Isolation of LEAFY and TERMINAL 
FLOWER 1 homologues from six fruit tree species in the subfamily Maloideae of 
the family Rosaceae. Sex. Plant Reprod. 17, 277-287. 
Esumi, T., Tao, R. und Yonemori, K. (2006) Temporal and spatial expression of LEAFY 
and TERMINAL FLOWER 1 homologues in floral bud of Japanese pear and 
quince. HortScience, 41, 1052. 
Fischer, C. (1994) Shortening the juvenile period in appe breeding. In Developments in 
plant breeding (Schmidt, H. und Kellerhals, M. (Hrsg.)), 161-164. London: Kluwer 
Academic Publishers. 
Fießinger, A. und Höhne, F. (2012) Primäre Inhaltsstoffe und Vitamine. In Neue 
Erkenntnisse über die Inhaltsstoffe des Apfels, 1-10. Gülzow-Prüzen: 
Literatur 
88 
Landesforschungsanstalt für Landwirtschaft und Fischerei Mecklenburg-
Vorpommern. 
Fießinger, A. und Höhne, F. (2013) Sekundäre Inhaltsstoffe und antioxidatives Potential 
von Apfelsorten. In Neue Erkenntnisse über die Inhaltsstoffe des Apfels, 1-14. 
Gülzow-Prüzen: Landesforschungsanstalt für Landwirtschaft und Fischerei 
Mecklenburg-Vorpommern. 
Flachowsky, H., Hättasch, C., Höfer, M., Peil, A. und Hanke, M.V. (2010) Overexpression 
of LEAFY in apple leads to a columnar phenotype with shorter internodes. Planta, 
231, 251-263. 
Flachowsky, H., Hanke, M.V., Peil, A., Strauss, S.H. und Fladung, M. (2009) A review 
on transgenic approaches to accelerate breeding of woody plants. Plant Breed. 
128, 217-226. 
Flachowsky, H. und Höfer, M. (2010) Die Deutsche Genbank Obst, ein dezentrales 
Netzwerk zur nachhaltigen Erhaltung genetischer Ressourcen bei Obst. Journal 
für Kulturpflanzen, 62, 9-16. 
Flachowsky, H., Le Roux, P.M., Peil, A., Patocchi, A., Richter, K. und Hanke, M.V. (2011) 
Application of a high-speed breeding technology to apple (Malus × domestica) 
based on transgenic early flowering plants and marker-assisted selection. New 
Phytol. 192, 364-377. 
Flachowsky, H., Peil, A., Sopanen, T., Elo, A. und Hanke, V. (2007) Overexpression of 
BpMADS4 from silver birch (Betula pendula Roth.) induces early-flowering in 
apple (Malus × domestica Borkh.). Plant Breed. 126, 137-145. 
Flachowsky, H., Szankowski, I., Waidmann, S., Peil, A., Tränkner, C. und Hanke, M.V. 
(2012) The MdTFL1 gene of apple (Malus x domestica Borkh.) reduces 
vegetative growth and generation time. Tree Physiol. 32, 1288-1301. 
Fukuoka, S., Saka, N., Mizukami, Y., Koga, H., Yamanouchi, U., Yoshioka, Y., Hayashi, 
N., Ebana, K., Mizobuchi, R. und Yano, M. (2015) Gene pyramiding enhances 
durable blast disease resistance in rice. Scientific Reports, 5, 7773. 
Forsline, P.L., Aldwinckle, H.S., Dickson, E.E., Luby, J.J. und Hokanson, S.C. (2003) 
Collection, Maintenance, Characterization, and Utilization of Wild Apples of 
Central Asia. Horticultural Reviews, 29, 1-61. 
Gramzow, L., Ritz, M.S. und Theissen, G. (2010) On the origin of MADS-domain 
transcription factors. Trends Genet. 26, 149-153. 
Gramzow, L. und Theißen, G. (2013) Phylogenomics of MADS-Box Genes in Plants - 
Two Opposing Life Styles in One Gene Family. Biology, 2, 1150-1164. 
Hanano, S. und Goto, K. (2011) Arabidopsis TERMINAL FLOWER1 is involved in the 
regulation of flowering time and inflorescence development through 
transcriptional repression. Plant Cell, 23, 3172-3184. 
Hanke, M.-V. und Flachowsky, H. (2010) Fruit Crops. In Genetic Modification of Plants, 
Biotechnology in Agriculture and Forestry (Kempken, J. und Jung, C. (Hrsg.)), 64, 
307-347. Berlin: Springer Verlag. 
Hanke, M.-V., Flachowsky, H., Hoenicka, H. und Fladung, M. (2012) Functional 
genomics of flowering time in trees. In Genomics of Tree Crops (Schnell, R.J. 
und Priyadarshan, P.M. (Hrsg.)), 39-69. New York: Springer Science+Business 
Media. 
 
Hanke, M.V., Flachowsky, H., Peil, A. und Hättasch, C. (2007) No flower no Fruit - 
genetic potentials to trigger flowering in fruit trees. In Genomics of Tree Crops 
Literatur 
89 
(Schnell, R.J. und Priyadarshan, P.M. (Hrsg.)), 39-69. New York: Springer 
Science+Business Media. 
Hanzawa, Y., Money, T. und Bradley, D. (2005) A single amino acid converts a repressor 
to an activator of flowering. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102, 7748-7753. 
Hättasch, C., Flachowsky, H. und Hanke, M.V. (2009) Evaluation of an alternative D-
amino acid/DAAO selection system for transformation in apple (Malus x 
domestica Borkh.). J. Hortic Sci Biotech. Special Issue, 188-194. 
Hättasch, C., Flachowsky, H., Kapturska, D. und Hanke, M.V. (2008) Isolation of 
flowering genes and seasonal changes in their transcript levels related to flower 
induction and initiation in apple (Malus × domestica). Tree Physiol. 28, 1459-
1466. 
Heitefuß, R. (1997) General principles of host-parasite interactions. In Resistence of 
Crop Plants against Fungi (Hartleb, H., Heitefuss, R. und Hoppe, H.H. (Hrsg.)), 
19-32. Gustav Fischer: Jena, Stuttgart, Lübeck, Ulm. 
Henderson, I.R. (2012) Control of meiotic recombination frequency in plant genomes. 
Curr. Opin. Plant Biol. 15, 556-561. 
Herzog, K., Flachowsky, H., Deising, H.B. und Hanke, M.V. (2012) Heatshock-mediated 
elimination of the nptII marker gene in transgenic apple (Malus × domestica 
Borkh.). Gene, 498, 41-49. 
Higo, K., Ugawa, Y., Iwamoto, M. und Korenaga, T. (1999) Plant cis-acting regulatory 
DNA elements (PLACE) database. Nucleic Acids Res. 27, 297-300. 
Hoenicka, H., Lehnhardt, D., Nilsson, O., Hanelt, D. und Fladung, M. (2014) Successful 
crossings with early flowering transgenic poplar: interspecific crossings, but not 
transgenesis, promoted aberrant phenotypes in offspring. Plant Biotechnol. J. 12, 
1066-1074. 
Hoenicka, H., Lehnhardt, D., Polak, O. und Fladung, M. (2012) Early flowering and 
genetic containment studies in transgenic poplar. Ifor. Biogeosci. For. 5, 138-146. 
Hoenicka, H., Nowitzki, O., Hanelt, D. und Fladung, M. (2008) Heterologous 
overexpression of the birch FRUITFULL-like MADS-box gene BpMADS4 
prevents normal senescence and winter dormancy in Populus tremula L. Planta, 
227, 1001-1011. 
Hood, E.E., Gelvin, S.B., Melchers, L.S. und Hoekema, A. (1993) New Agrobacterium 
Helper Plasmids for Gene-Transfer to Plants. Transgenic Res. 2, 208-218. 
Hsu, C.Y., Adams, J.P., Kim, H., No, K., Ma, C., Strauss, S.H., Drnevich, J., Vandervelde, 
L., Ellis, J.D., Rice, B.M., Wickett, N., Gunter, L.E., Tuskan, G.A., Brunner, A.M., 
Page, G.P., Barakat, A., Carlson, J.E., DePamphilis, C.W., Luthe, D.S. und 
Yuceer, C. (2011) FLOWERING LOCUS T duplication coordinates reproductive 
and vegetative growth in perennial poplar. Proc Natl. Acad. Sci. USA. 108, 10756-
10761. 
Hsu, C.Y., Liu, Y., Luthe, D.S. und Yuceer, C. (2006) Poplar FT2 shortens the juvenile 
phase and promotes seasonal flowering. Plant Cell, 18, 1846-1861. 
Huang, T., Bohlenius, H., Eriksson, S., Parcy, F. und Nilsson, O. (2005) The mRNA of 
the Arabidopsis gene FT moves from leaf to shoot apex and induces flowering 
(Retracted Article. Siehe 316, Seite 367, 2007). Science, 309, 1694-1696. 
Hummer, K.E. und Janick, J. (2009) Rosaceae: Taxonomy, Economic Importance, 
Genomics. In Plant Genetics and Genomics: Genetics and Genomics of 




Iwata, H., Minamikawa, M.F., Kajiya-Kanegae, H., Ishimori, M. und Hayashi, T. (2016) 
Genomics-assisted breeding in fruit trees. Breeding Science, 66, 100-115. 
James, D.J., Passey, A.J., Barbara, D.J. und Bevan, M. (1989) Genetic transformation 
of apple (Malus pumila Mill) using a disarmed Ti-binary vector. Plant Cell Rep. 7, 
658-661. 
Kardailsky, I., Shukla, V.K., Ahn, J.H., Dagenais, N., Christensen, S.K., Nguyen, J.T., 
Chory, J., Harrison, M.J. und Weigel, D. (1999) Activation tagging of the floral 
inducer FT. Science, 286, 1962-1964. 
Karlgren, A., Gyllenstrand, N., Clapham, D. und Lagercrantz, U. (2013) FLOWERING 
LOCUS T/TERMINAL FLOWER1-like genes affect growth rhythm and bud set in 
Norway spruce. Plant Physiol. 163, 792-803. 
Kellerhals, M. (2009) Introduction to apple (Malus × domestica). In Genetics and 
Genomics of Rosaceae (Folta, K.M. und Gardiner, S. (Hrsg.)), 6, 73-84, New 
York: Springer Science+Business Media. 
Kellerhals, M., Baumgartner, I.O., Schütz, S., Lussi, L., Andreoli, R., Gassmann, J. und 
Patocchi, A. (2016) Approaches in breeding high quality apples with durable 
disease resistance. Reviewed Papers. Eco fruit. Proceedings 2016, 12-17. 
Kellerhals, M., Baumgartner, I.O., Schütz, S. und Patocchi, A. (2014) Challenges in 
breeding high quality apples with durable disease resistance. Reviewed Papers. 
Eco fruit. Proceedings 2014, 15-21. 
Kender, W.J. (1974) Ethephon-induced flowering in apple seedlings. HortScience, 9, 
444-445. 
Khan, M.A., Duffy, B., Durel, C.E., Denancé, C., Kellerhals, M., Patocchi, A. und Gessler, 
C. (2007) Development of markers linked to the 'Fiesta' 7 major QTL for fire blight 
resistance and their application for marker-assisted selection. Genome, 50, 568-
577. 
Kim, W., Park, T.I., Yoo, S.J., Jun, A.R. und Ahn, J.H. (2013) Generation and analysis 
of a complete mutant set for the Arabidopsis FT/TFL1 family shows specific 
effects on thermo-sensitive flowering regulation. J. Exp. Bot. 64, 1715-1729. 
Klocko, A.L., Ma, C., Robertson, S., Esfandiari, E., Nilsson, O. und Strauss, S.H. (2016) 
FT overexpression induces precocious flowering and normal reproductive 
development in Eucalyptus. Plant Biotechnol. J. 14, 808-819. 
Kobayashi, Y., Kaya, H., Goto, K., Iwabuchi, M. und Araki, T. (1999) A Pair of Related 
Genes with Antagonistic Roles in Mediating Flowering Signals. Science, 286, 
1960-1962. 
Kohli, A., Miro, B. und Twyman, R. M. (2010) Transgene integration, expression and 
stability in plants: strategies for improvements. In Transgenic Crop Plants: 
Principles and Development (Kole, C., Michler, C.H., Abbott, A.G. und Hall, T.C. 
(Hrsg.)), 201-237. Berlin: Springer-Verlag. 
Kononov, M.E., Bassuner, B. und Gelvin, S.B. (1997) Integration of T-DNA binary vector 
‘backbone’ sequences into the tobacco genome: evidence for multiple complex 
patterns of integration. Plant J. 11, 945-957. 
Kost, T.D., Gessler, C., Jänsch, M., Flachowsky, H., Patocchi, A. und Broggini, G.A.L. 
(2015) Development of the First Cisgenic Apple with Increased Resistance to Fire 
Blight. PLoS ONE, 10, e0143980. 
Kotoda, N., Hayashi, H., Suzuki, M., Igarashi, M., Hatsuyama, Y., Kidou, S-I., Igasaki, 
T., Nishiguchi, M., Yano, K., Shimizu, T., Takahashi, S., Iwanami, H., Moriya, S. 
und Abe, K. (2010) Molecular characterization of FLOWERING LOCUS T-like 
genes of apple (Malus × domestica Borkh.). Plant Cell Physiol. 51, 561-575. 
Literatur 
91 
Kotoda, N., Iwanami, H., Takahashi, S. und Abe, K. (2006) Antisense expression of 
MdTFL1, a TFL1-like gene, reduces the juvenile phase in apple. J. Am. Soc. 
Hortic. Sci. 131, 74-81. 
Kotoda, N. und Wada, M. (2005) MdTFL1, a TFL1-like gene of apple, retards the 
transition from the vegetative to reproductive phase in transgenic Arabidopsis. 
Plant Sci. 168, 95-104. 
Kotoda, N., Wada, M., Komori, S., Kidou, S.-I., Abe, K., Masuda, T. und Soejima, J. 
(2000) Expression pattern of homologues of floral meristem identity genes LFY 
and AP1 during flower development in apple. J. Am. Soc. Hortic. Sci. 125, 398-
403. 
Kotoda, N., Wada, M., Masuda, T. und Soejima, J. (2003) The break-through in the 
reduction of juvenile phase in apple using transgenic approaches. Acta Hortic. 
625, 337-343. 
Le Roux, P.-M., Flachowsky, H., Hanke, M.-V., Gessler, C. und Patocchi, A. (2012) Use 
of a transgenic early flowering approach in apple (Malus × domestica Borkh.) to 
introgress fire blight resistance from cultivar Evereste. Mol. Breeding, 30, 857-
874. 
Li, A. und Tinland, B. (2000) Integration of T-DNA into plant genome: prototype and 
realities. Russ. J. Plant Physiol. 47, 312-317. 
Liebhard, R., Gianfranceschi, L., Koller, B., Ryder, C.D., Tarchini, R., Van De Weg, E. 
und Gessler, C. (2002) Development and characterisation of 140 new 
microsatellites in apple (Malus x domestica Borkh.). Mol. Breeding, 10, 217-241. 
Lusser, M. und Davies, H.V. (2013) Comparative regulatory approaches for groups of 
new plant breeding techniques. New Biotechnology, 30, 437-446. 
Lusser, M., Parisi, C., Plan, D. und Rodríguez-Cerezo, E. (2012) Deployment of new 
biotechnologies in plant breeding. Nature Biotechnology, 30, 231-239. 
Lusser, M., Parisi, C., Plan, D. und Rodríguez-Cerezo, E. (2011) New plant breeding 
techniques. In State of-the-art and prospects for commercial development. JRC 
63971, EUR 24760 EN, 1-219. Luxembourg: Publications Office of the European 
Union. 
MacHardy, W.E., Gadoury, D.M. und Gessler, C. (2001) Parasitic and biological fitness 
of Venturia inaequalis: relationship to disease management strategies. Plant Dis. 
85, 1036-1051. 
Mandel, M.A., Gustafson-Brown, C., Savidge, B. und Yanofsky, M.F. (1992) Molecular 
characterization of the Arabidopsis floral homeotic gene APETALA1. Nature, 360, 
273-277. 
Mayerhofer, R., Koncz-Kalman, Z., Nawrath, C., Bakkeren, G., Crameri, A., Angelis, K., 
Redei, G.P., Schell, J., Hohn, B. und Koncz, C. (1991) T-DNA integration: a mode 
of illegitimate recombination in plants. EMBO J. 10, 697-704. 
McDougall, P. (2011) Getting a Biotech Crop to Market. A Consultancy Study for Crop 
Life International. Crop Life International, Brüssel. 1-24. 
McGarry, R.C. und Ayre, B.G. (2012) Manipulating plant architecture with members of 
the CETS gene family. Plant Sci. 188, 71-81. 
McManus, P., Stockwell, V., Sundin, G. und Jones, A. (2002) Antibiotic use in plant 
agriculture. Annual Reviews of Phytopathology, 40, 443-463. 
Mette, M.F., Aufsatz, W., van der Winden, J., Matzke, M.A. und Matzke, A.J.M. (2000) 
Transcriptional silencing and promoter methylation triggered by double-stranded 
RNA. EMBO J. 19, 5194-5201. 
Literatur 
92 
Michaels, S.D. und Amasino, R.M. (2000) Memories of winter: vernalization and the 
competence to flower. Plant Cell Environ. 23, 1145-1153. 
Mimida, N., Goto, K., Kobayashi, Y., Araki, T., Ahn, J.H., Weigel, D., Murata, M., 
Motoyoshi, F. und Sakamoto, W. (2001) Functional divergence of the TFL1-like 
gene family in Arabidopsis revealed by characterization of a novel homologue. 
Genes to Cells, 6, 327-336. 
Mimida, N., Kotoda, N., Ueda, T., Igarashi, M., Hatsuyama, Y., Iwanami, H., Moriya, S. 
und Abe, K. (2009) Four TFL1CEN-like genes on distinct linkage groups show 
different expression patterns to regulate vegetative and reproductive 
development in apple (Malus × domestica Borkh.). Plant Cell Physiol. 50, 394-
412. 
Mimida, N., Ureshino, A., Tanaka, N., Shigeta, N., Sato, N., Moriya-Tanaka, Y., Iwanami, 
H., Honda, C., Suzuki, A., Komori, S. und Wada, M. (2011) Expression patterns 
of several floral genes during flower initiation in the apical buds of apple (Malus 
× domestica Borkh.) revealed by in situ hybridization. Plant Cell Rep. 30, 1485-
1492. 
Moser, M., Miolli, G., Weigl, K., Asquini, E., Brilli, M., Hanke, M.-V., Flachowsky, H. und 
Si Ammour, A. (2016) A dormancy-associated MADS-box gene controlling 
vegetative growth in apple is epigenetically regulated in a cold-dependent 
manner. Eingereicht bei Plant, Cell & Environment. 
Mundt, C.C. (2014) Durable resistance: A key to sustainable management of pathogens 
and pests. Infection, Genetics and Evolution, 27, 446-455. 
Murawski, H. und Focke, R. (1978) Beschleunigung der Generationsfolge beim Apfel. 
Arch. Züchtungsforsch. 8, 91-98. 
Nakamura, K., Yamagishi, N., Isogai, M., Komori, S., Ito, T. und Yoshikawa, N. (2011) 
Seed and pollen transmission of apple latent spherical virus in apple. J. Gen. 
Plant Pathol. 77, 48-53. 
Nakano, Y., Higuchi, Y., Sumitomo, K., Oda, A. und Hisamatsu, T. (2015) Delay of 
flowering by high temperature in chrysanthemum: heat-sensitive time-of-day and 
heat effects on CsFTL3 and CsAFT gene expression. J. Hortic. Sci. Biotech. 90, 
143-149. 
Neetu, K.S., Israr, A. und Sajad, A. (2014) Characterization of promoter of Terminal 
Flower1 (TFL1) gene of Arabidopsis. Res. J. Biotech. 9, 35-40. 
Noy-Porat, T., Cohen, D., Mathew, D., Eshel, A., Kamenetsky, R. und Flaishman, M.A. 
(2013) Turned on by heat: differential expression of FT and LFY-like genes in 
Narcissus tazetta during floral transition. J. Exp. Bot. 64, 3273-3284. 
Parenicova, L., de Folter, S., Kieffer, M., Horner, D.S., Favalli, C., Busscher, J., Cook, 
H.E., Ingram, R.M., Kater, M.M., Davies, B., Angenent, G.C. und Colombo, L. 
(2003) Molecular and phylogenetic analyses of the complete MADS-box 
transcription factor family in Arabidopsis: new openings to the MADS world. Plant 
Cell, 15, 1538-1551. 
Parisi, L., Lespinasse, Y., Guillaumes, J. und Krüger, J. (1993) A new race of Venturia 
inaequalis virulent to apples with resistance due to the Vf gene. Phytopathology, 
83, 533-537. 
Peil, A. und Hanke, M.-V. (2005) Apfelzüchtung in Deutschland – vom Samen zur Sorte. 
Forschungsreport, 2, 10-13. 
Peil, A., Kellerhals, M., Höfer, M. und Flachowsky, H. (2011) Apple Breeding – From the 
Origin to Genetic Engineering. In Fruit, Vegetable and Cereal Science and 
Biotechnology (Silva, J.A.T.D. (Hrsg.)), 118-138. Japan: Global Science Books. 
Literatur 
93 
Pelham, H.R.B. und Bienz, M. (1982) A synthetic heat-shock promoter element confers 
heat-inducibility on the herpes-simplex virus thymidine kinase gene. EMBO J. 1, 
1473-1477. 
Pereira-Lorenzo, S., Ramos-Cabrer, A.M. und Fischer, M. (2009) Breeding apple (Malus 
x domestica Borkh.). In Breeding Plantation Tree Crops: Temperate Species 
(Jain, S.M. und Priyadarshan, P.M. (Hrsg.)), 33-83. New York: Springer 
Science+Business Media. 
Pfaffl, M.W. (2001) A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-
PCR. Nucleic Acids Res. 29, 2003-2007. 
Rieping, M. und Schöffl, F. (1992) Synergistic effect of upstream sequences, CCAAT 
box elements and HSE sequences for enhanced expression of chimaeric heat 
shock genes in transgenic tobacco. Mol Gen Genet. 231, 226-232. 
Potter, D., Eriksson, T., Evans, R.C., Oh, S., Smedmark, J.E.E., Morgan, D.R., Kerr, M., 
Robertson, K.R., Arsenault, M., Dickinson, T.A. und Campbell, C.S. (2007) 
Phylogeny and classification of Rosaceae. Plant systematics and evolution, 266, 
5-43. 
Saedler, H., Becker, A., Winter, K.U., Kirchner, C. und Theissen, G. (2001) MADS-box 
genes are involved in floral development and evolution. Acta Biochim. Pol. 48, 
351-358. 
Saghai-Maroof, M.A., Soliman, K.M., Jorgensen, R.A. und Allard, R.W. (1984) 
Ribosomal DNA spacer-length polymorphisms in barley: mendelian inheritance, 
chromosomal location and population dynamics. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 
8014-8018. 
Schlösser, E. (1997) Inkompatible Wirt-Pathogen-Beziehungen. In: Allgemeine 
Phytopathologie (Schlösser, E. (Hrsg.)), 260-315. New York: Georg Thieme, 
Stuttgart. 
Schmidt, N., Merker, M. und Becker, D. (2012) Novel high-throughput RNAi vectors for 
plant biotechnology. Plant Breed. 131, 453-456. 
Schöffl, F., Prändl, R. und Reindl, A. (1998) Regulation of the Heat-Shock Response. 
Plant Physiol. 117, 1135-1141. 
Schouten, H.J., Krens, F.A., Jacobsen, K. und Jacobsen, E. (2006a) Cisgenic plants are 
similar to traditionally bred plants - international regulations for genetically 
modified organisms should be altered to exempt cisgenesis. EMBO Rep. 7,750-
753. 
Schouten, H.J., Krens, F.A. und Jacobsen, E. (2006b) Do cisgenic plants warrant less 
stringent oversight? Nat. Biotechnol. 24, 753. 
Schwarz-Sommer, Z., Huijser, P., Nacken, W., Saedler, H. und Sommer, H. (1990) 
Genetic control of flower development by homeotic genes in Antirrhinum majus. 
Science, 250, 931-936. 
Sgamma, T. und Jackson, S. (2015) Regulation framework for flowering. In Applied Plant 
genomics and Biotechnology (Poltronieri, P. und Hong, Y. (Hrsg.)), 115-132. 
Cambridge: Woodhead Publishing. Elsevier Ltd. 
Shannon, S. und Meeks-Wagner, O.R. (1991) A Mutation in the Arabidopsis TFL1 Gene 
Affects Inf lorescence Meristem Development. The Plant Cell, 3, 877-892. 
Sheldon, C.C., Rouse, D.T., Finnegan, E.J., Pacock, W.J. und Dennis, E.S. (2000) The 
molecular basis of vernalization: the central role of FLOWERING LOCUS C 
(FLC). Proc Natl Acad Sci USA. 97, 3753-3758. 
Shulaev, V., Korban, S.S., Sosinski, B., Abbott, A.G., Aldwinckle, H.S., Folta, K.M., 
Iezzoni, A., Main, D., Arús, P., Dandekar, A.M., Lewers, K., Brown, S.K., Davis, 
Literatur 
94 
T.M., Gardiner, S.E., Potter, D. und Veilleux, R.E. (2008) Multiple models for 
Rosaceae genomics. Plant Physiol. 147, 985-1003. 
Silfverberg-Dilworth, E., Matasci, C.L., van de Weg, W.E., van Kaauwen, M.P.W., 
Walser, M., Kodde, L.P., Soglio, V., Gianfranceschi, L., Durel, C.E., Costa, F., 
Yamamoto, T., Koller, B., Gessler, C. und Patocchi, A. (2006) Microsatellite 
markers spanning the apple (Malus ×domestica Borkh.) genome. Tree Genetics 
& Genomes, 2, 202-224. 
Simpson, G.G., Gendall, A.R. und Dean, C. (1999) When to switch to flowering. Annual 
Review of Cell and Developmental Biology, 99, 519-550. 
Statistische Bundesamt, Reimann, S. (2016) 13 % weniger Äpfel im Jahr 2015. 
Pressemitteilung: Zahl der Woche vom 19. Januar 2016. 
https://www.destatis.de/DE/PresseService/Presse/Pressemitteilungen/zdw/2016
/PD16_03_p002.html (Stand 21.11.2016). 
Strasser, B., Alvarez, M.J., Califano, A. und Cerdan, P.D. (2009) A complementary role 
for ELF3 and TFL1 in the regulation of flowering time by ambient temperature. 
Plant J. 58, 629-640. 
Taylor, L.P. und Hepler, P.K. (1997) Pollen germination and tube growth. Annu. Rev. 
Plant Phys. 48, 461-491. 
Tremblay, R. und Colasanti, J. (2006) Floral induction. In Flowering and its manipulation. 
(Ainsworth, C. Hrsg.) Annual Plant Reviews, 20, 28-48. Oxford: Blackwell 
Publishing Ltd. 
Theissen, G., Becker, A., Di Rosa, A., Kanno, A., Kim, J.T., Münster, T., Winter, K.U. 
und Saedler, H. (2000) A short history of MADS-box genes in plants. Plant Mol. 
Biol. 42, 115-149. 
Theissen, G. und Saedler, H. (2001) Floral quartets. Nature, 409, 469-471. 
Tiang, C.L., He, Y. und Pawlowski, W.P. (2012) Chromosome organization and 
dynamics during interphase, mitosis and meiosis in plants. Plant Physiol. 158, 
26-34. 
Tränkner, C., Lehmann, S., Hoenicka, H., Hanke, M-V., Fladung, M., Lenhardt, D., 
Dunemann, F., Gau, A., Schlangen, K., Malnoy, M. und Flachowsky, H. (2010) 
Over-expression of an FT-homologous gene of apple induces early flowering in 
annual and perennial plants. Planta, 232, 1309-1324. 
Ulrich, D., Hoberg, E. und Fischer, C. (2009) Diversity and dynamic of sensory related 
traits in different apple cultivars. Journal of Applied Botany and Food Quality, 83, 
70-95. 
van Nocker, S. und Gardiner, S.E. (2014) Breeding better cultivars, faster: applications 
of new technologies for the rapid deployment of superior horticultural tree crops. 
Horticulture Research, 1, 14022. 
Vanblaere, T., Szankowski, I., Schaart, J., Schouten, H., Flachowsky, H., Broggini, 
G.A.L. und Gessler, C. (2011) The development of a cisgenic apple plant. J. 
Biotechnol. 154, 304-311. 
 
 
Velasco, R., Zharkikh, A., Affourtit, J., Dhingra, A., Cestaro, A., Kalyanaraman, A., 
Fontana, P., Bhatnagar, S.K., Troggio, M., Pruss, D. et al. (2010) The genome of 
the domesticated apple (Malus × domestica Borkh.). Nat. Genet. 42, 833-839. 




Volz, R.K., Rikkerink, E., Austin, P., Lawrence, T. und Bus, V.G.M. (2009) “Fast-
Breeding” in Apple: a Strategy to Accelerate Introgression of New Traits into Elite 
Germplasm. Acta Hortic. 814, 163-168. 
Wada, M., Cao, Q., Kotoda, N., Soejima, J. und Masuda, T. (2002) Apple has two 
orthologues of FLORICAULA/LEAFY involved in flowering. Plant Mol. Biol. 49, 
567-577. 
Wang, R., Albani, M.C., Vincent, C., Bergonzi, S., Luan, M., Bai, Y., Kiefer, C., Castillo, 
R. und Coupland, G. (2011) AaTFL1 confers an age-dependent response to 
vernalization in perennial Arabis alpina. Plant Cell, 23, 1307-1321. 
Weigl, K., Wenzel, S., Flachowsky, H., Peil, A. und Hanke, M.V. (2015a) Integration of 
BpMADS4 on various linkage groups improves the utilization of the rapid cycle 
breeding system in apple. Plant Biotechnol. J. 13, 246-258. 
Weigl, K., Flachowsky, H., Peil, A. und Hanke, M.-V. (2015b) Heat mediated silencing of 
MdTFL1 genes in apple (Malus × domestica). Plant Cell, Tissue and Organ Cult. 
123, 511-521. 
Wellmer, F. und Riechmann, J. L. (2010) Gene networks controlling the initiation of flower 
development. Trends in Genetic, 26, 519-527. 
Wenzel, S., Flachowsky, H. und Hanke, M.-V. (2013a) The Fast-track breeding approach 
can be improved by heat-induced expression of the FLOWERING LOCUS T 
genes from poplar (Populus trichocarpa) in apple (Malus × domestica Borkh.). 
Plant Cell, Tissue and Organ Cult. 115, 127-137. 
Wenzel, S., Flachowsky, H. und Hanke, M.V. (2013b) Preliminary results to establish a 
speed-breed program based on heat-induced precocious flowering of apple 
plants containing the FLOWERING LOCUS T gene from poplar (Populus 
trichocarpa). Acta Hortic. 976, 471-476. 
Würdig, J., Flachowsky, H. und Hanke, M.-V. (2013a) Putative marker genes for genetic 
engineering in apple: Investigations on MYB10 genes of several Malus species. 
In: Leibniz-Institute of Plant Biochemistry: PSSC 2013 - Abstract book, 21-21. 
Würdig, J., Flachowsky, H. und Hanke, M.V. (2013b) Studies on heat shock induction 
and transgene expression in order to optimize the Flp/FRT recombinase system 
in apple (Malus × domestica Borkh.). Plant Cell, Tissue and Organ Cult. 115, 457-
467. 
Yamagishi, N., Kishigami, R. und Yoshikawa, N. (2014) Reduced generation time of 
apple seedlings to within a year by means of a plant virus vector: a new plant-
breeding technique with no transmission of genetic modification to the next 
generation. Plant Biotechnol. J. 12, 60-68. 
Yamagishi, N., Sasaki, S., Yamagata, K., Komori, S., Nagase, M., Wada, M., Yamamoto, 
T. und Yoshikawa, N. (2011) Promotion of flowering and reduction of a generation 
time in apple seedlings by ectopical expression of the Arabidopsis thaliana FT 
gene using the Apple latent spherical virus vector. Plant Mol. Biol. 75, 193-204. 
Ye, X., Williams, E.J., Shen, J., Johnson, S., Lowe, B., Radke, S., Strickland, S., Esser, 
J.A., Petersen, M.W. und Gilbertson, L.A. (2011) Enhanced production of single 
copy backbone-free transgenic plants in multiple crop species using binary 
vectors with a pRi replication origin in Agrobacterium tumefaciens. Transgenic 
Res. 20, 773-786. 
Zhang, H.L., Harry, D.E., Ma, C., Yuceer, C., Hsu, C.Y., Vikram, V., Shevchenko, O., 
Etherington, E. und Strauss, S.H. (2010) Precocious flowering in trees: the 
FLOWERING LOCUS T gene as a research and breeding tool in Populus. J. Exp. 
Bot. 61, 2549-2560. 
Literatur 
96 








A1 Vektorkarten 98 
A2 Tabellen 100 








Abbildung A1 Vektorkarte des p9N-CaMV35S::BpMADS4-Vektors. Angabe der Schnitt-
stellen der Restriktionsenzyme für Southern Hybridisierung (schwarz) und Genome Walking 




Abbildung A2 Vektorkarte des pHTT602-CaMV35S::BpMADS4-Vektors. Angabe der 
Schnittstellen der Restriktionsenzyme für Southern Hybridisierung (schwarz) und Genome 

















































Abbildung A3 Vektorkarte des p9U10-HSP::MdTFL1-1-HSP-Vektors. Angabe der 

























Tabelle A1 Auflistung der verwendeten Primerzur Identifikation von T-Linien, für 
Genexpressionsanalysen, Genome Walking und die Verifikation von T-DNA- und 
Vektorbackbone-Sequenzen im Pflanzengenom 
Primer  Sequenz in 5'→3' Richtung TM (°)* 
Identifikation von T-Linien 
EF1α F ATTGTGGTCATTGG(CT)CA(CT)GT 54,9 
 R CCAATCTTGTA(AGC)ACATCCTG 44,9 
BpMADS4 F TAGGGTTCAGCTTAAGCGAAT 50,5 
 R CTCGGCCACTGCTTTCTCATTTT 58,5 
HSP::MdTFL1-1 F CTCCTATCACTCTCCCAACAACCAGA 58,7 
 R GGTAGACCAATCCTAACCAATG 49,7 
nptII F ACAAGATGGATTGCACGCAGG 57,3 
 R AACTCGTCAAGAAGGCGATAG 50,6 
virG F GCCGGGGCGAGACCATAG 57,6 
 R CGCACGCGCAAGGCAACC 63,1 
Genome Walking    
AP 1 GTAATACGACTCACTATAGGGC 44,9 
 2 ACTATAGGGCACGCGTGGT 52,1 
BpMADS4 TAIL1 AGCGCTTACGTTTTTGGTGG 54,5 
 TAIL2 ACCCTTGAGGAAACTGGTAGC 51,7 
 TAIL3 CAGACTCGGCCTAGTGCCAATAG 56,9 
 TAIL4 CATGCCACCTTGGATGCTTAGC 58,3 
nptII TAIL1 TGAAGTTGAGTATTGGCCGTCC 55,6 
 TAIL2 GAAAGTTACGGGCACCATTCAAC 56,4 
 TAIL3 AATAGCCTCTCCACCCAAGCG 57,1 
nptII TAIL4 AGAACCTGCGTGCAATCCATC 56,4 
 TAIL5 ATAACGCTGCGGACATCTACAT 53,1 
Identifikation transgener Sämlinge 
BpMADS4 MF AGCTTAAGCGAATCGAGAACAA 53,0 
 MR GCTGTTGTGGTAGGGATAGCAT 52,5 
nptII MF GGATCTCCTGTCATCTCACCTT 51,2 
 MR GATACCGTAAAGCACGAGGAAG 52,5 
RUBISCO MF GCTTGTCCAAGAGCAAGAGAAT 52,1 




Tabelle A1 (Fortsetzung) 
Primer  Sequenz in 5'→3' TM (°)* 
Verifikation der T-DNA-Insertionsstelle 
T1189 F AGTACGTCCTCGAGACAGCAGT 52,3 
 R GAGGGATTCTGCTAAGCAACAAG 54,1 
T1236 F TGTGAAAAATGGAGAGCCCTT 53,0 
 R CAGAGTAGTGGTTGAGATGAGATG 53,1 
T1240 F ACTGTGAGCCAGCCTACCTCTT 53,8 
 R TGAGGCAGAAGGAGAGGAGA 51,3 
T915 F ATACCAAACCAGCCCGAAAT 52,7 
 R ATCTTTGCCCTGTTGGTTTC 50,8 
T920 F GAGCGAGGGAGCAGAGAGAG 53,2 
 R TGGGAAAGTGTGGAAAAGAA 49,7 
T935 F AAGCAGTGGCAAACACAGAGT 51,5 
 R TTTCATGTAGGTCGGCAGTAAG 51,4 
T938 F ATGGGGCAACAAGTCCTAGA 51,1 
 R TATGCCATGGTGGACTCAAA 51,1 
T962 F TTGGAATTCACGGAACGACT 52,0 
 R CCCCATGAAAGCAACAACTC 52,0 
T972 F ATAGGAAGGGGAAGGTGGTG 52,0 
 R GAAACACGACGAAGGCTCAT 52,0 
Verifikation von Vektorbackbone-Insertionen 
P1 F GCCGCTGCCGCTTTGCACCC 68,3 
 R ATGGCAGCGCAATGACATTCTTG 60,8 
P2 F GCAGTTCGCGCTTAGCTGGATAA 59,6 
 R GCCCGATCCTTGGAGCCCTTGCC 68,9 
P3 F CTTGATGTTACCCGAGAGCTTGG 56,7 
 R GTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCA 60,5 
P4 F CTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCT 53,1 
 R CAACAG CGGTAAGATCCTTGAGA 55,1 
P5 F AGATCCAGTTCGATGTAACCCAC 53,7 
 R GTGTGAATAAGTCGCTGTGTATG 49,4 
P6 F GCCGACTACCTTGGTGATCTC 52,7 
 R CACGCAACTGGTCCAGAACCT 56,4 
P7 F CTTGCATTACAGCTTACGAACCG 55,7 
 R AAAACGCCAGCAACGCGGCCTT 67,0 
P8 F AATCGACGCTCAAGTCAGAGGTG 57,2 
 R GCGGATAAAGTTGCAGGACCACT 58,3 
P9 F GCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGT 52,4 
 R CCGGTATCAACAGGGACACC 53,9 
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Tabelle A1 (Fortsetzung) 
Primer  Sequenz in 5'→3' TM (°)* 
Genexpressionsanalysen  
EF1α Fq TCAAGCGTGGGTACGTTGCTTC 58,8 
 Rq GATGACCTGAGCGATAAAGTTGGC 58,0 
HSP::MdTFL1-1 Fq CCCCATGTGTCCTTTGAAGA 52,2 
 Rq ATGACCGACCCAGATTTTCC 52,7 
MdFT1 Fq TATGAAAGTCCACGGCCAACAG 56,4 
 Rq GCCTACCCAATTGGCGAAACAC 59,3 
MdTFL1-1 Fq GAGAGGTGGTGAGTTATGAGATGC 53,6 
 Rq GCGTCTTCTAGCTGCSGTTTC 55,8 
MdTFL1-2 Fq GCAAGAGTCCCGGAGCCTCTAG 58,2 
 Rq CCTTGGCATCTCATAGCTCAGCG 59,9 
 
* - Die Primer-Schmelztemperatur (TM) wurde von der Firma Biomers bestimmt. 
 
Tabelle A2 Molekulare Marker für die markergestützte Selektion von Sämlingen 
Resistenz Loci Marker  Referenz 
Feuerbrand FB-F7 AE 10-375 SCAR Khan et al. (2007) 
  GE 8019 SCAR Khan et al. (2007) 
 FB-Mfu FR149B SSR Emeriewen et al. (2014) 
  FRM4 SSR Emeriewen et al. (2014) 
  CH03d11 SSR Liebhard et al. (2002) 
Apfelschorf Riv2 CH02b10 SSR Bus et al. (2005b) 
  CH05e03 SSR Bus et al. (2005b) 
  OPL19 SCAR Bus et al. (2005b) 
 Riv4 CH02c02a SSR Bus et al. (2005b) 
  Hi22d06 SSR Silfverberg-Dilworth et al. (2006) 
Rosige 
Apfelfaltenlaus Sd-1 SdSSR SSR Cevik und King (2002) 
 




Tabelle A3 BpMADS4-Linien mit unterschiedlicher Anzahl an T-DNA-Insertionen und 
Fähigkeit zur Bildung einer frühen Blüte unter in vitro-Bedingungen 
T-Linie Genotyp Anzahl T-DNA-Insertionen In vitro-Blütenbildung 
T915 Pinova 1 Ja 
T918 Pinova 2 Nein 
T919 Pinova 2 Ja 
T920 Pinova 2 Ja 
T925 Pinova 2 Ja 
T926 Pinova 2 Ja 
T927 Pinova 2 Ja 
T928 Pinova 1 Ja 
T929 Pinova 3 Nein 
T930 Pinova 3 Ja 
T931 Pinova 2 Ja 
T932 Pinova 2 Nein 
T933 Pinova 2 Nein 
T934 Pinova 2 Nein 
T950/T951* Pinova 2 Nein 
T913 Gala 1 Ja 
T916 Gala 2 Ja 
T935 Gala 1 Ja 
T936 Gala 6 Nein 
T937 Gala 3 Nein 
T938 Gala 2 Ja 
T949 Gala 3 Nein 
T952 Gala 2 Nein 
T953 Gala 2 Nein 
T954 Gala n.b. Nein 
T955 Gala 6 Nein 
T956 Gala 3 Nein 
T957 Gala 2 Nein 
T958 Gala 2 Nein 
T959 Gala 2 Nein 
T962 Gala Mitchgla 1 Ja 
T963 Santana 3 Nein 
T971 Santana 2 Ja 
T972 Santana 1 Ja 
 
T-Linien - Ausgewählte Linien für weitere molekulare und phänotypische Charakterisierungen. 
* - T-Linien sind identisch. n.b. - nicht bestimmt.  
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Tabelle A4 Vererbung der Resistenzgene für Apfelschorf und rosigen Apfelfaltenlaus und 
des Feuerbrand-QTLs von 'Regia' in TSB-Nachkommen aus Kreuzungen in 2013 
Genotyp Kreuzung 
Feuerbrand  Apfelschorf  Apfelfaltenlaus 
FB-F7  Rvi2 Rvi4  Sd1 
14114/01 T1189 × Regia x      
14114/02 T1189 × Regia x   x   
14114/03 T1189 × Regia   x x  x 
14114/04 T1189 × Regia x      
14114/05 T1189 × Regia       
14114/06 T1189 × Regia    x  x 
14112/01 T1236 × Regia x      
14112/02 T1236 × Regia      x 
14112/03 T1236 × Regia       
14112/04 T1236 × Regia x  x x  x 
14112/05 T1236 × Regia x  x x   
14112/06 T1236 × Regia x   x   
14112/07 T1236 × Regia x      
14112/08 T1236 × Regia x   x   
14112/09 T1236 × Regia x  x    
14112/10 T1236 × Regia    x  x 
14112/11 T1236 × Regia x   x   
14112/12 T1236 × Regia   x x  x 
14112/13 T1236 × Regia   x x   
14112/14 T1236 × Regia    x  x 
14112/15 T1236 × Regia   x x  x 
14112/16 T1236 × Regia x  x x   
14112/17 T1236 × Regia   x x   
14112/18 T1236 × Regia x  x x  x 
14112/19 T1236 × Regia   x x  x 
14112/20 T1236 × Regia x  x x  x 
14112/21 T1236 × Regia x  x x   
14112/22 T1236 × Regia   x x   
14112/23 T1236 × Regia   x x   
14112/24 T1236 × Regia   x x   
14112/25 T1236 × Regia x   x   




Tabelle A4 (Fortsetzung) 
Genotyp Kreuzung 
Feuerbrand  Apfelschorf  Apfelfaltenlaus 
FB-F7  Rvi2 Rvi4  Sd1 
14112/27 T1236 × Regia x   x  x 
14116/01 T1240 × Regia   x    
14116/02 T1240 × Regia       
14116/03 T1240 × Regia x   x  x 
14116/04 T1240 × Regia x  x   x 
14118/01 T915 × Regia   x x  x 
14118/02 T915 × Regia x     x 
14118/03 T915 × Regia x   x  x 
14118/04 T915 × Regia   x x   
14118/05 T915 × Regia   x    
13119/01 T915 × Regia x  x    
13119/03 T915 × Regia x  x    
13119/05 T915 × Regia x      
13119/07 T915 × Regia x  x    
13119/08 T915 × Regia    x  x 





































































































































Gala Mitchgla 1 TTGGAATTCACGGAACGACTATACAAATTCTACATAGGTCATTTGGTTTACAAGTTGATC
T962 1 TTGGAATTCACGGAACGACTATACAAATTCTACAT------------TTACAAGTTGATC
Gala Mitchgla 61 ACTACGTGTACTTTCAGTAATATCTTGGATTCTTGTTTACAATTTTTTTGGATTTGCAGA
T962 49 ACTACGTGTACTTTCAGTAATATCTTGGATTCTTGTTTTCAATTTGTTTGGATTTGCAGA
Gala Mitchgla 121 TCCTCCATCTTCTAAGATAAGAGGAAAATTTTCCAACACTGCCTTCCTTGTAATTGCTGT
T962 109 TCCTCCATCTTCTAAGATAAGAGGAAAATTTTCCAACACTGCCTTCCTTGTAATTGCTGT
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